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Uticaj omega-3 masnih kiselina iz razli¢itih dijetarnih izvora na faktore rizika za

razvoj kardiovaskularnih bolesti kod ispitanika srednjih godina

Sazetak

Za n-3 polinezasi¢ene masne kiseline (PMK) postoji veliki broj prikupljenih podataka da
deluju u okviru svojih fizioloskih uloga preko vise razli¢itih mehanizama povoljno na
razli¢ite faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB). U brojnim studijama
unos dugolanc¢anih n-3 PMK pokazao je povoljne efekte na modulaciju ¢elijske fluidnosti,
funkciju membranskih proteina, aktivaciju transkriptornih faktora, profil lipida seruma,
markere inflamacije kao i1 na vaskularnu reaktivnost i funkciju trombocita. Uloga
dugolancanih n-3 PMK, pre svega eikozapentaenske (EPA) i dokozaheksaenske (DHA),
smatra se veoma znacajnom u odrzavanju homeostaze brojnih fizioloSkih procesa, tako da
je pre deset godina uveden u praksu novi biomarker rizika od KVB "omega-3 indeks", koji
se zasniva upravo na zasi¢enosti organizma ovim masnim kiselinama.

Ciljevi ove studije bili su procena sastava masnih kiselina i sadrzaja n-3 masnih kiselina
dugog lanca u uobic¢ajenim dijetarnim izvorima ovih masnih kiselina; ispitivanje efekata n-
3 masnih kiselina dugog lanca iz dva odabrana dijetarna izvora (losos i riblje ulje
standardizovanog sastava u kapsulama) u koli¢inama koje odgovaraju vaze¢im dijetarnim
preporukama na faktore rizika za razvoj KVB kod ispitanika srednjih godina oba pola sa
umerenom dislipidemijom (sastav masnih kiselina u lipidima eritrocita, trombocita i
plazme, ispitivanje profila lipida plazme, ispitivanje parametara oksidativnog stresa i
ispitivanje parametara sistemske inflamacije).

Dijetarna intervencija je dizajnirana kao randomizovana, ukrStena studija. Ispitanici su po
sluajnom izboru podeljeni u dve grupe koje su konzumirale dimljeni losos dva puta
nedeljno (274 mg EPA + 671 mg DHA/dan) ili komercijalni suplement ribljeg ulja 396 mg
EPA + 250 mg DHA/dan) tokom 8 nedelja. Nakon perioda od 6 meseci ispitanicima su
zamenjene intervencije.

Analizom razli€itih vrsta recne 1 morske ribe kao najznacajnijih izvora n-3 PMK utvrdeno
je da re¢ne ribe imaju relativno nizak sadrzaj lipida u odnosu na morske. Najve¢i sadrzaj n-
3 PMK, EPA i DHA naden je u morskim vrstama skusi sardini i lososu. Sadrzaj i odnos

EPA i DHA u ve¢ini analiziranih dijetetskih suplemenata se razlikovao u odnosu na



koli¢inu 1 odnos u prirodnim izvorima. Uobic¢ajen odnos EPA/DHA u vecini preparata je
bio 3:2, dok je DHA bila prisutna u vec¢oj koli¢ini u odnosu na EPA u svim uzorcima ribe.
Posle 8 nedelja intervencije lososom i suplementom, zabelezeno je znacajno povecanje
ukupnih n-3 PMK, EPA i DHA u plazmi, eritrocitima i trombocitima u obe grupe. EPA u
eritrocitima je bila jedina masna kiselina kod koje je uocen statisticki znacajan uticaj vrste
intervencije, odnosno unete koli¢ine dijetarne EPA, na njen status (p=.0,049). Na osnovu
vrednosti omega-3 indeksa, koji predstavlja procentualni zbir EPA i DHA u ¢elijskim
membranama eritrocita, nasi ispitanici su na pocetku istrazivanja bili svrstani u grupu sa
umerenim kardiovaskularnim rizikom. Posle obe intervencije vrednosti za omega-3 indeks
su se poveCale za oko 24%, ali nisu postignute ciljne vrednosti koje imaju najveci
kardioprotektivni efekat. Nije bilo statisticki znacajnih promena u lipidnim parametrima,
iako je zabeleZeno vecCe smanjenje nivoa triglicerida posle intervencije lososom u
poredenju sa suplementom. Nisu dobijene znacajne promene u koncentraciji inflamatornih
markera, ali je pokazana znalajna negativna korelacija izmedu ukupnih n-3 masnih
kiselina plazme i rastvorljivog intracelularnog adhezionog molekula i C-reaktivnog
proteina tokom ukupnog trajanja studije (p<0,05). Od parametara oksidativnog stresa,
intervencija lososom je pokazala umereni prooksidativni efekat usled povecanja
superoksidnog anjona (p=0,025). Statisticki znacajna pozitivna korelacija je nadena
izmedu ukupnih n-3 masnih kiselina i ovog parametra. Ostali markeri oksidativnog stresa
nisu se znacajno menjali.

Dobijeni rezultati su pokazali zadovoljavajuce trendove koji ukazuju na to da dugotrajno
konzumiranje n-3 PMK u okvirima dijetarnih preporuka moze imati znacajan benefit u

odrZanju kardiovaskularnog zdravlja i smanjenju faktora kardiovaskularnog rizika.

Kljuéne reci: n-3 masne Kiseline, riba i suplementi ribljeg ulja, cirkulatorni inflamatorni

markeri, oksidativni stres, kardiovaskularne bolesti i faktori rizika
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Effect of omega-3 fatty acids from different dietary sources on cardiovascular risk
factors in average middle-aged subjects

Abstract

It is widely accepted that n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA), especially long chain
(LC) eicosapentaenoic (EPA, 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 n-3), posses
several physiological roles in human organism that can explain their positive impact on
cardiovascular events. In numerous human studies dietary intake of LC n-3 PUFASs has
shown modulating effects on membrane fluidity, membrane protein function, transcription
factor activation, lipid mediator synthesis, and inflammatory markers as well as on
vascular reactivity and platelet function. Through these modulating functions LC n-3
PUFASs exert beneficial effects on cardiovascular risk factors. Because of EPA and DHA
importance in maintaining the homeostasis of numerous physiological processes, so-called
"omega-3 index" was proposed as a new risk factor for cardiovascular disease ten years
ago.

The aim of this study was to compare the main dietary sources of n-3 PUFA, such as
marine or freshwater fish and fish oil dietary supplements regarding their fatty acid profile;
further to investigate the relationship between recommended intake of n-3 fatty acids from
oily fish or fish oil supplements and selected cardiovascular risk markers in healthy
middle-aged subjects with moderate dyslipidemia (including plasma, erythrocyte and
platelets fatty acid profile, blood lipid parameters, circulating inflammatory markers and
oxidative stress parameters).

Participants were randomised to receive salmon (oily fish) providing 274 mg EPA + 671
mg DHA/day or commercial fish oil supplement providing 396 mg EPA + 250 mg
DHA/day in cross-over trial over 8 weeks period separated by the 6 months washout
period.

The analysis of different species of freshwater and marine fish as a major sources of n-3
PUFA showed that freshwater fish had relatively low content of lipids compared to the
marine species. The highest content of n-3 PUFA, EPA and DHA was found in marine
species, sardine, mackerel and salmon. A common ratio of EPA/DHA in most of analyzed
dietary supplements was 3:2, while DHA was presented in a higher amount in all fish

samples compared to EPA.



After 8 weeks of dietary intervention there was significant increase in n-3 PUFA, EPA and
DHA content in plasma, RBCs and in platelets with both salmon and fish oil capsules.
EPA in RBCs was the only fatty acid that mirrored the difference between fish and
supplement fatty acid composition (p=0.049) after 8 wks of study period. After both
intervention omega-3 index was increased for 24%, and although the increase was
significant, both implemented dietary interventions were not effective in reaching the
targeted value. Trend of triglyceride decreasing was more pronounced with salmon than
with fish oil supplement, but noticed changes were not significant. Although there were no
relevant changes in inflammatory marker concentrations at the end of both interventions,
significant negative correlatons were noticed between total plasma n-3 fatty acids and
soluble intercellular adhesion molecule and C-reactive protein throughout whole
intervention period (p<0.05). Among oxidative stress parameters, intervention with salmon
have shown prooxidative effect through superoxide anion increase (p=0.025). Relevant
positive correlation was also found among total plasma n-3 fatty acids and its
concentration (p<0.05). Other oxidative stress markers were not significantly influenced
with applied dietary interventions.

The results showed favorable trends indicating that long-term consumption of n-3 PUFA
within the dietary recommendations can have additional benefit in maintaining

cardiovascular health and reducing cardiovascular risk factors.

Keywords: n-3 fatty acids, fish and fish oil supplements, circulating inflammatory

markers, oxidative stress, cardiovascular disease and risk factors
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LISTA SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

AA,; arahidonska kiselina

ALA; alfa linolenska kiselina

CRP; C-reaktivni protein

DHA; dokozaheksaenska kiselina

DS; dijetetski suplementi

EMK; esencijalne masne kiseline

EPA,; eikozapentaenska kiselina

HDL; high density lipoprotein, lipoprotein velike gustine
HDL-h; HDL holesterol

IL; interleukini

KVB:; kardiovaskularne bolesti

LA; linolna kiselina

LDL; low density lipoprotein, lipoprotein male gustine
LDL-h; LDL holesterol

LT; leukotrieni

LX; lipoksini

MMK: mononezasi¢ene masne kiseline
NK; natural killer cells, ¢elije ubice
PG; prostaglandini

PGI; prostaciklini

PMK; polinezasi¢ene masne kiseline
SZO0; svetska zdravstvena organizacija
TG; trigliceridi

TNF; tumor nekroti¢ni faktor

TX; tromboksani

UH; ukupni holesterol

VLDL,; very low density lipoprotein, lopoprotein veoma male gustine



ZMK; zasi¢ene masne kiseline

NO; azot monoksid, azot (I1) oksid

MDA, malondialdehid

TAS; totalni antioksidativni status

VCAM-1; vascular cell adhesion molecules-1
ICAM-1; intercellular adhesion molecules-1

O2’; superoksidni anjon



1 UVvOD

1.1 Esencijalne masne kiseline n-6 i n-3 serije

Masne kiseline esencijalne za ¢oveka spadaju u polinezasi¢ene masne kiseline (PMK) i
moraju se unositi hranom, jer humani organizam nema sposobnost da ih de nuovo sintetise.
Ukoliko se prva dvostruka veza kod PMK nalazi izmedu 6. 1 7. C atoma u odnosu na
terminalnu metil grupu radi se o n-6 ili ©-6 seriji, a ukoliko se prva dvostruka veza nalazi
izmedu 3. i 4. C atoma radi se 0 n-3 ili »-3 seriji masnih kiselina. Najvazniji predstavnici
ove dve serije esencijelnih masnih kiselina su linolna (LA, 18:2) i a-linolenska kiselina
(ALA, 18:3). Ove dve masne kiseline se u vecoj koli¢ini nalaze u namirnicama uglavnom
biljnog porekla kao $to su ulje soje, lana, seme bundeve, suncokreta, orasi. S obzirom da su
jako vazne za brojne metabolicke procese u organizmu, postoje dokazi da nedostatak ovih
kiselina moze biti uzro¢nik mnogih patoloskih stanja: dermatitisa, usporenog rasta, renalne
hipertenzije, poremecaja u aktivnosti mitohondrija, poremecaja u radu srca i cirkulaciji
razvoja dijabetesa tipa 2, defekta u razvoju mozga, artritisa, depresije, smanjene otpornosti
organizma (1, 2).

Linolna kiselina je esencijalna n-6 PMK (slika 1). Nakon unoSenja hranom, ova masna
kiselina se najve¢im delom ugraduje u fosfolipide ¢elijske membrane odakle moze da se
mobiliSe i ukljuuje u procese biotransformacije koji su enzimski katalizovani. Tokom
enzimskih procesa dolazi do nekoliko uzastopnih desaturacija i elongacija. Enzim AG6-
desaturaza uvodi dvostruku vezu pri ¢emu nastaje y-linolenska kiselina (18:3 n-6), enzim
elongaza potom produzava niz za dva ugljenikova atoma pri ¢emu nastaje dihomo-y-
linolenska kiselina (DHGA, 20:3 n-6), koja je prekursor bioaktivnih jedinjenja
eikozanoida. Daljim dejstvom Ab5-desaturaze nastaje arahidonska kiselina (AA, 20:4 n-6),
takode prekursor grupe eikozanoida. Znacajni izvori linolne kiseline su semenke biljaka

uljarica (suncokret, kukuruz, susam), klice i jezgrasto voce.

Slika 1. Linolna kiselina (9, 12-oktadekadienska kiselina)



a-linolenska kiselina je PMK koja pripada n-3 seriji (slika 2). Ona je ujedno i
najjednostavnija n-3 masna kiselina, koja se sintetiSe u biljkama iz linolne kiseline
reakcijom desaturacije, kad enzim Al5-desaturaza katalizuje uvodenje nove dvostruke
veze u molekul (3). Humani organizam ne poseduje ovaj enzim, te je a-linolenska kiselina

esencijalna za ljude.

O
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Slika 2. a-linolenska kiselina (9,12,15-oktadekatrienska kiselina)

lako celije sisara ne mogu da je sintetiSu, mogu da vrSe metabolicku transformaciju o-
linolenske kiseline unete hranom procesima desaturacije i elongacije. Ova metabolicka
transformacija je veoma znacajna, zato $to a-linolenska kiselina nema do sada dokazane
fizioloske funkcije, ali proizvodi njene biotransformacije su prekursori brojnih
modulatornih supstanci. a-linolenska kiselina se dejstvom enzima A6-desaturaze
transformise prvo u stearidonsku kiselinu (18:4 n-3), koja zatim podleZe elongaciji. Nastala
masna Kiselina ponovnom desaturacijom enzimom AS5-desaturaza se transformise u
eikozapentaensku kiselinu (EPA, 20:5n-3) koja je bioloski aktivna. Iz eikozapentaenske
kiseline daljom elongacijom 1 desaturacijom nastaje joS jedna bioloSki znacCajna masna

kiselina - dokozaheksaenska kiselina (DHA, 22:6 n-3) (slike 3 i 4).

HO™ 1 M 5 8 11 14 17 20

Dokozaheksaenska kiselina (4, 7, 10, 13, 16, 19-dokozaheksaenska kiselina)

Slika 3. Strukture EPA i DHA
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Slika 4. Biotransformacija a-linolenske kiseline u EPA i DHA

Laneno seme (Linum usitatissimum) i ulje lanenog semena su najznacajniji biljni izvori n-3
masnih kiselina koji sadrze do 55% a-linolenske kiseline. Ulja soje i oraha takode sadrze
znacajne kolic¢ine ALA (6-10%). Koli¢ina od 15 g lanenog ulja sadrzi oko 8 g ALA koja se
u organizmu moze konvertovati do EPA i DHA sa efikasnos¢u od 5-10%.

EPA i DHA imaju vazne funkcije u organizmu. EPA sluzi kao prekursor za sintezu
odredenih vrsta eikozanoida i preko njih ostvaruje svoju biolosku funkciju. Uloge DHA u
organizmu su brojne: ucestvuje u regulaciji aktivnog transporta aminokiselina (holin,
glicin, taurin) kroz c¢elijsku membranu, u funkciji natrijumovih kanala, u pokretanju
odgovora rodopsina na stimulans. DHA je najzastupljenija n-3 masna kiselina u strukturi
centralnog nervnog sistema i retine. DHA povecava koncentraciju serotonina 1 acetilholina
u nervnom tkivu i prekursor je posebne grupe modulatornih molekula - resolvina i
protektina (4).

Ljudski organizam moze iz ALA da sintetise EPA i DHA, ali ta konverzija je ograni¢ena



smanjenom aktivno$¢u enzima desaturaze u nekim patoloskim stanjima, kod
novorodencadi 1 starijih osoba. Posto je i LA supstrat za ovaj enzim, od koli¢ine LA unete
hranom takode zavisi koliko ¢e se enzima naci na raspolaganju za biokonverziju ALA.
Oko 5 % ove kiseline unete hranom se konvertuje u EPA, a manje od 0,5 % se konvertuje
u DHA (5). Utvrdeno je da se EPA ne moze lako prevesti u DHA, dok se DHA lako
konvertuje u EPA. I pored toga §to humani organizam mozZe sintetisati EPA i DHA iz
prekursorske ALA, smatra se da su najznacajniji izvori EPA 1 DHA u ljudskoj ishrani
morske ribe. Ribe takode ne mogu da sintetiSu ove masne kiseline, ali ih preuzimaju iz algi
kojima se hrane (1). EPA i DHA se jo$ nazivaju dugolancanim n-3 masnim kiselinama,
dok se AA klasifikuje kao dugolancana n-6 masna kiselina. Dugolancane polinezasi¢ene
masne kiseline (DLPMK) se sastoje od 20 ili viSe C atoma i tri ili viSe dvostrukih veza.
Smatra se da za optimalno odvijanje brojnih fizioloskih procesa u organizmu u kojima
ucestvuju bioloski aktivni metaboliti nastali iz esencijelnih masnih kiselina (EMK) mora

postojati optimalan odnos izmedu n-3 i n-6 DLPMK.
1.2 Mehanizam delovanja n-3 masnih kiselina u organizmu

1.2.1 Strukturna uloga

EMK i njihovi dugolancani derivati su deo strukturnih lipida, prvenstveno fosfolipida
¢elijskih i subcelijskin membrana, gde svojim fizickim karakteristikama uti¢u na osobine
fluidnosti i propustljivosti membrana (6). Deficit linolne kiseline dovodi do poremecaja
koji se prvenstveno manifestuju na kozi, $to se povezuje sa poremecenom permeabilno$éu
¢elijske membrane. U membranama su EMK inkorporirane najcesc¢e u Sn-2 poziciji
fosfolipida. Najzastupljenije PMK u vecini ¢elijskih membrana su LA i AA, dok n-3
masnih Kiselina ima relativno malo, mada je u pojedinim ¢elijama masnokiselinski sastav
membrana visoko-specifican. Zastupljenost EMK u vecini ¢elijskih membrana odrazava
unos ovih masnih kiselina hranom.

Kod sisara n-3 masne kiseline su selektivno rasporedene u pojedinim lipidnim klasama.
Tako je ALA uglavnom zastupljena u trigliceridima i estrima holesterola, a jako malo u
fosfolipidima. EPA se nalazi uglavhom u estrima holesterola, zatim u trigliceridima i
fosfolipidima. Kod sisara je DHA veoma specificna masna kiselina i ulazi u sastav
zbog njihove visoke fluidnosti, kao i homeostatske regulacije tkiva, obnove i regeneracije.

Kao glavna masna kiselina fosfolipida retine, smatra se da je DHA odgovorna za posebne



biofizicke osobine spoljnih delova membrana ¢elija koje sadrze pigment vida (7). DHA je
glavna masna kiselina u sivoj masi mozga (jedna tre¢ina od svih masnih kiselina).
Ispitivanja su pokazala da su neke neuroloske bolesti pra¢ene smanjenim sadrzajem DHA
u lipidima mozga (8). DHA je vazna, ne samo za funkcionisanje i odrzavanje nervnog
sistema, ve¢ je potencijalno presudna 1 za prenatalni razvoj mozga. Postoje dokazi da DHA
ima prioritet u transferu kroz placentu iz majke u fetus, za Sta je verovatno odgovoran neki
specifi¢ni proteinski nosa¢ (9). Takode se zapaza selektivna akumulacija ove kiseline u
mozgu fetusa. Neki naucnici idu cak toliko daleko da, na osnovu nedavnih nalaza
paleontologa 1 dokaza da se razlicite vrste dugolan¢anih masnih kiselina kumuluju u
nervnom tkivu pojedinih vrsta sisara, postavljaju hipotezu o DHA kao specificnom
glasniku u humanoj ¢elijskoj membrani.

Hranom unete n-3 masne kiseline brzo se ugraduju u strukturu ¢elijske membrane, pri
¢emu dolazi do izmene u produkciji vazoaktivnih eikozanoida i drugih akivnih medijatora.
DHA inkorporirana u ¢elijske membrane dovodi do poveéanja fluidnosti i permeabilnosti
uticuéi na Celijsku signalizaciju, Sto odreduje vezivanje ili oslobadanje neurotransmitera
(10). Pretpostavlja se da deo pozitivnih efekata n-3 PMK zavisi i od njihove zastupljenosti
u organizaciji celijske membrane. Tako je u nekim studijama postignut antiaritmijski
efekat EPA i DHA wusled zamene =zasi¢enih masnih kiselina (ZMK) membrane
kardiomiocita polinezasi¢enim masnim kiselinama (11). Antiaritmijski efekat n-3 PMK je
najc¢eS¢e rezultat modulacije elektrofizioloske funkcije kardiomiocita preko voltazno

zavisnih Na 1 Ca kanala, pri ¢emu dolazi do smanjenja ventrikularnih fibrilacija (12).

1.2.2 Prekursori eikozanoida

Pored strukturne uloge, EMK 1 njihovi dugolancani derivati se u brojnim fizioloSkim
procesima mogu oslobadati iz ¢elijskih membrana i metaboli¢ki biotransformisati. Kao
odgovor na razlicite signale ove MK se oksiduju u ciklooksigenaznom i lipooksigenaznom
putu do eikozanoida, metabolicki aktivnih supstanci koje sadrze 20 ugljenikovih atoma.
Direktni prekursori eikozanoida su dihomo y-linolenska kiselina (DHGA) i AA iz n-6 i
EPA iz n-3 serije. EPA je u kompeticiji sa AA na ciklooksigenaznom i lipooksigenaznom
nivou (slika 5). U eikozanoide spada grupa prostanoida-prostaglandini (PG), tromboksani
(TX) i prostaciklini (PGI), grupa leukotriena (LT), grupa lipoksina (LX) i neke hidroksi
masne Kiseline (13,14). Prostanoidi nastaju u ciklooksigenaznom putu i sadrze u svojim
molekulima oksidisanu prstenastu strukturu, a leukotrieni nastaju u lipooksigenaznom putu

1 predstavljaju oksidisane molekule otvorenog niza. Tromboksani se sintetiSu u
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trombocitima i kada se oslobode u cirkulaciju ispoljavaju svoje dejstvo. Prostaciklini se
stvaraju u zidovima krvnih sudova. Prostaglandini se u vecoj koncentraciji formiraju u
monocitima, a u manjoj meri u neutrofilima. Leukotrieni se formiraju u leukocitima,
mastocitima i makrofagama pod dejstvom imunoloskih i neimunoloskih stimulatora.
Jedinjenja iz iste grupe eikozanoida se, izmedu ostalog, medusobno razlikuju i prema broju
dvostrukih veza u molekuli i na osnovu toga se svrstavaju u posebne serije (npr.
prostaglandini serije 3 imaju tri dvostruke veze u molekuli, to je obeleZeno subskriptom 3
u skra¢enom nazivu - PGDs3). Broj dvostrukih veza zavisi od prekurzorske EMK. DHGA je
prekurzor serije 1 prostanoida (prostaglandina i tromboksana) i serije 3 leukotriena. 1z AA
nastaju prostaglandini, prostaciklini i tromboksani serije 2 i leukotrieni serije 4, a iz EPA
nastaju prostaglandini, prostaciklini i tromboksani serije 3 i leukotrieni serije 5.

Eikozanoidi imaju znacajne uloge u mnogim fizioloskim i patoloskim procesima i snazni
su regulatori ¢elijskih funkcija. Eikozanoidi deluju lokalno u tkivu gde su formirani i brzo
prelaze u svoje neaktivne oblike. Uloge pojedinih eikozanoida su dobro proucene, a za
neke se jos§ ne zna kako deluju. Tako, na primer, PGD2 reguliSe u mozgu funkcije povezane
sa spavanjem, termoregulacijom i odgovorom na bolne nadrazaje, PGF2, uti¢e na
bronhokonstrikciju, mozak i semenu te¢nost, TXA2 je snazan agregator trombocita i
konstriktor vaskularnih i pluénih glatkih miSi¢a, PGl2 je snazan vazodilatator i ima

antiagregacijsko delovanje na trombocite, LTBa4 uti¢e na hemotaksu leukocita (15).

Slika 5. Biosinteza eikozanoida iz n-6 i n-3 serije masnih kiselina

(op]



Eikozanoidi imaju znacajne uloge u mnogim fizioloskim 1 patoloskim procesima i snazni
su regulatori ¢elijskih funkcija. Eikozanoidi deluju lokalno u tkivu gde su formirani i brzo
prelaze u svoje neaktivne oblike. Uloge pojedinih eikozanoida su dobro proucene, a za
neke se joS ne zna kako deluju. Tako, na primer, PGD2 reguliSe u mozgu funkcije povezane
sa spavanjem, termoregulacijom i odgovorom na bolne nadrazaje, PGF2, utice na
bronhokonstrikciju, mozak i semenu te¢nost, TXA:2 je snazan agregator trombocita i
konstriktor vaskularnih i pluénih glatkih miSi¢a, PGl2 je snazan vazodilatator i ima
antiagregacijsko delovanje na trombocite, LTB4 utice na hemotaksu leukocita (15).
Eikozanoidi imaju direktan regulatorno-modulatorni uticaj na hemostazu, imune funkcije,
inflamatorne reakcije, metabolizam glukoze i lipida. Prema podacima iz brojnih studija
eikozanoidi nastali iz EPA (n-3 serija) imaju povoljnije i blaze delovanje u organizmu u
odnosu na eikozanoide nastale iz AA (n-6 serija). To je od posebne vaznosti kod
leukotriena koji mogu izazvati snazan inflamatorni odgovor ili prouzrokovati autoimune
reakcije. Eikozanoidi nastali iz n-6 masnih kiselina kada su prisutni u tkivima u veéim
koncentracijama, doprinose stvaranju tromba, ateroma, a podsti¢u 1 proliferaciju celija
(16). Ukoliko se hranom unose vece koli¢ine ALA, EPA i DHA, ove MK delimi¢no
zamenjuju n-6 masne kiseline, a narocito AA u membranama verovatno svih ¢elija, a
posebno u membranama trombocita, eritrocita, neutrofila, monocita i ¢elija jetre (3). Kao
rezultat pove¢anog unosa EPA i DHA zabelezZeno je da dolazi do (17, 18):

| produkcije PGE: intercelularnog medijatora u imunim odgovorima, koji inhibira

aktivnosti supresora T-¢elija i vodi ka povecanoj produkciji antitela;

| TXAz2, jakog agregatora trombocita i vazokonstriktora;

| LTBa4, koji je izazivac zapaljenja, leukocitarne hemotakse 1 adhezije;

1 TXAs, slabog agregatora trombocita i vazokonstriktora;

1 PGIs ali bez smanjenja PGl2, a oba su vazodilatatori i inhibitori agregacije

trombocita;

1 LTBs, 30 puta slabijeg izazivaca zapaljenja i hemotakse u odnosu na LTBa.
Rezultat svih ovih promena je smanjenje krvnog pritiska, smanjena agregacija trombocita i
sprecavanje zapaljenskih procesa. Zbog toga se u nutritivnom smislu tezi povecanju
koli¢ine unetih n-3 MK, posebno §to nutritivne studije pokazuju da je unos n-3 masnih
kiselina u modernom nacinu ishrane izuzetno nizak i u disbalansu sa unosom masnih
Kiselina n-6 serije. Posto metabolizam LA i ALA vrSe isti enzimi, postoji kompeticija
izmedu ove dve masne kiseline, pa se dogada da veca koli¢ina jedne uzrokuje smanjenje

metabolizma druge kiseline.



1.2.3 Novi antiinflamatorni medijatori-resolvini i protektini

EPA i DHA su supstrati za sintezu lokalnih lipidnih medijatora za koje je skoro otkriveno
da imaju jako antiinflamatorno dejstvo. Novootkriveni molekuli su resolvini i protektini
koji nastaju u ciklooksigenaznom i lipooksigenaznom putu iz EPA i DHA (19).
Aktivacijom resolvina E1, resolvina D1 i protektina D1 dolazi do inhibicije transendotelne
migracije neutrofila, dok protektin D1 inhibira sintezu TNFa i IL-1f. Serhan i saradnici su
proucavali E seriju resolvina koji nastaju iz EPA, 1 D seriju resolvina, protektina 1
neuroprotektina koji nastaju iz DHA (20). Ovi medijatori deluju preko G proteinskih
receptora ispoljavajuéi antiinflamatorno delovanje. Neuroprotektin D1 se generiSe tokom
mozdanog udara i neutralise dejstvo proinflamatornih jedinjenja, koja nastaju usled
ishemijskog oste¢enja. Neuroprotektin D1 takode spreCava potencijalno oksidativno

oste¢enje DNK u ¢elijama retine pigmentnog epitela (21).

1.2.4 n-3 masne kiseline i ekspresija gena

Aktivacija NF-kB transkripcionog faktora igra klju¢nu ulogu u regulaciji ekspresije gena
ukljucenih u inflamatorne reakcije (22).

Regulacija ciljanih gena zapoCinje u citoplazmi gde se NF-kB vezuje sa protein
inhibitorom-xB (I-kB). Onda kada se I-kB fosforiliSe kao odgovor na inflamatorni
stimulans (citokini, virusi, LPS), oslobada se I-xB, time oslobadaju¢i NF-kB 1
omogucavajuéi njegovu translokaciju u nukleusu kako bi modulisao gene ukljuene u
inflamatorne signaliziraju¢e putanje (23). Nuklearni faktor-xB povecava ekspresiju
citokina (IL-1B, IL-2, IL-6, IL-12, TNF-a, GM-CSF) i hemokina (MCP-1, MIP-1a).
Aktivirani NF-kB je bio detektovan u vlaknasto-zadebljanoj tunici intimi u zidu
aterogenog krvnog suda $to dovodi do progresije aterosklerotskih lezija (24). Pored toga u
kulturama endotelnih ¢elija, za NF-kB se pokazalo da aktivira ekspresiju ICAM-1 i
VCAM-1 i da modulira MCP-1 (makrofagni hemoatraktantni protein 1) koji signalizira
leukocitima da krenu do ateroskleroti¢ne lezije. Obrnuti proces takve genske ekspresije
povezane sa inflamacijom je demonstriran inhibiranjem putanje signalne transdukcije NF-
kB. PriguSivanje NF-kB je rezultovalo i povecanjem sréane mase i boljom sréanom
funkcijom.

Sli¢no tome, n-3 PMK mogu smanjiti ekspresiju ciljnih gena ukljucenih u inflamaciju
putem NF-xB (23). EPA smanjuje ekspresiju TNF-a kroz prevenciju NF-kB aktivacije,
ometanjem |-kB fosforilacije, time sprecavaju¢i NF-kB translokaciju u nukleusu.

Proresolviraju¢i oksigenisani proizvod EPA, resolvin E1, takode poseduje sposobnost da
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prekinu NF-xB aktivaciju i proizvodnju citokina vezivanjem receptora 1 slicnog hemokinu
(Chem R23) za G-protein-zavisni receptor u dendriticnim ¢elijama. Ovo ukazuje na to da
ova ligand-receptor veza predstavlja kontraregulatornu reakciju i moze predstavljati jo$
jedan antiinflamatorni mehanizam n-3 PMK. Uzeto zajedno, deluje da se jedan od viSe
kardioprotektivnih mehanizama n-3 PMK odvija smanjenjem transkripcije inflamatornih
citokina, adhezionih molekula i COX-2 gena kroz deaktiviranje transdukcione putanje NF-

kB signala.

1.3 Zdravstveni zna¢aj dugolan¢anih n-3 masnih Kiselina

Mnoge epidemioloske i klinicke studije su pokazale vezu izmedu unosa n-3 masnih
kiselina 1 povoljnih efekata u hroni¢nim oboljenjima kao Sto su kardiovaskularne bolesti,

razli¢iti karcinomi, astma, inflamatorne bolesti creva, reumatoidni artritis, osteoporoza i dr.

1.3.1 Kardiovaskularne bolesti (KVB)

Kardioprotektivna efikasnost i bezbednost n-3 PMK pokazana je u velikom broju
istrazivanja, od kojih su najvaznije sledece klinicke studije: Diet and Reinfarction Trial
(DART), GISSI Prevenzione i GISSI-HF, Japan EPA Lipid Intervention Study (JELIS) i
Lyon Diet Heart Study (25-28). Sve ove studije su ukjucivale ispitanike iz razli¢itih
populacionih grupa sa velikim razlikama u vrsti i intenzitetu kardiovaskularnog rizika,
koris¢eni su razliciti izvori 1 doze n-3 PMK, kao i razli¢iti dizajni studija. I pored velikog
broja prikupljenih rezultata o kardioprotektivnom efektu n-3 PMK, podaci nisu u
potpunosti  konzistentni. Tako, na primer, velika DART-2 studija nije potvrdila
antiaritmijske efekte n-3 PMK i smanjenje smrtnosti kod ljudi sa stabilnom anginom (29),
a u ORIGIN studiji, kod pacijenata sa visokim rizikom za pojavu dijabetesa, n-3 PMK nisu
redukovale stopu kardiovaskularnih dogadaja (30). U OPERA studiji suplementacija n-3
PMK nije smanjila rizik od postoperativne atrijalne fibrilacije (31).

Za n-3 PMK se smatra da deluju kardioprotektivno tako Sto utiCu na stanje vise
hemodinamskih faktora, kao $to su krvni pritisak, dijastolno punjenje leve komore, sréani
ritam i endotelna funkcija. Kardioprotektivni efekti n-3 PMK obuhvataju prevenciju
aritmije, smanjenje nivoa triacilglicerida u plazmi, poboljSanje vaskularne relaksacije,
antiinflamatorni efekat, spreCavanje agregacije trombocita, poboljSanje stabilnosti krvnog

pritiska i antiaterogene efekte (32).



1.3.2 Inflamatorne hroni¢ne bolesti

Obavljen je veliki broj klini¢kih istrazivanja sa n-3 PMK kod hroni¢nih inflamatornih
poremecaja, posebno kod pacijenata sa reumatoidnim artritisom i IBD (upalnom bolesti
creva) (33,34). U ovim studijama pokazano je da n-3 PMK ispoljavaju imunomodulatorne
efekte menjanjem profila proizvedenih eikozanoida i smanjenjem nivoa proinflamatornih
citokina, preko mehanizama povezanih ujedno i sa lipidnim i sa nelipidnim medijatorima.
Veci rizik od pojave IBD povezan je sa povecanim dijetarnim unosom n-6 masnih kiselina,
zato povecanje odnosa n-3/n-6 masnih kiselina u ishrani moze biti od terapijskog znacaja
za IBD. Otkriveno je da se n-3 PMK inkorporiraju u sluzokozu creva kod pacijenata sa
IBD koji koriste riblje ulje u svojoj ishrani, Sto kasnije rezultuje antiinflamatornim efektom
u vidu smanjene proizvodnje LTB4 od strane neutrofila i kolonijalne mukoze i smanjene
proizvodnje PGE2 i IFN-y od strane mononuklearnih ¢elija u krvi (34).

Nedavna studija na misevima kod kojih se spontano razvio kolitis, pokazala je znac¢ajno
smanjenu inflamaciju debelog creva miseva koji su hranjeni ribljim uljem u odnosu na
miseve koji su hranjeni kukuruznim uljem bogatim n-6 PMK (35).

U okviru jednogodisnje studije, pacijentima sa Crohn-ovom bole$¢u u remisiji dati su
slucajnim izborom placebo ili 2,7 g n-3 PMK dnevno (datih u obliku kapsula sa ribljim
uljem). Nakon 12 meseci, postojala je znacajna razlika u procentu pacijenata kod kojih se
za ovo vreme vratila bolest: 28% u grupi koja je koristila riblje ulje i 69% u placebo grupi
(36).

Ferucci i1 saradnici su ispitivali vezu izmedu relativnih koncentracija masnih kiselina u
plazmi tokom posta i nivoa inflamatornih markera kod 1123 osobe uzrasta 20-98 godina
(37). Ukupne koncentracije n-3 PMK u plazmi su bile povezane sa nizim nivoima
proinflamatornih markera (IL-6, TNF-a, C-reaktivni protein) i viSim koncentracijama
antiinflamatornih  markera (IL-10, transformiraju¢i faktor rasta-B). Autori su stoga
zakljucili da su n-3 masne kiseline od koristi kod pacijenata sa oboljenjem koje se
karakteriSe akutnom inflamacijom.

Studije zapaljenskih bolesti creva, reumatoidnog artritisa i drugih autoimunih oboljenja
nisu takode dale u potpunosti dosledne rezultate. Razlog mogu biti razli¢iti odnosi n-3/n-6,

razli¢ite doze i sastav masnih kiselina kori$¢enih u studijama (38).

1.3.3 Kancer

Postoje dokazi da konzumiranje n-3 PMK ima povoljne efekte kod razli¢itih vrsta kancera

i to kad se koristi kao dodatak redovnoj hemoterapiji, moze da ima direktne
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antikancerogene efekte i moze da ublazi neke od sekundarnih komplikacija koje se javljaju
kod kancera. (39). U eksperimentalnim radovima je utvrdeno da DHA i EPA povoljno
deluju kod raka dojke, debelog creva, prostate, jetre i pankreasa, verovatno mehanizmom
smanjenja inflamacije, povefanjem apopotoze 1 svojim antiproliferativnim i snaznim
antiangiogeneznim efektima (38). Za DHA se smatra da ima znacajnu antitumorsku
aktivnost zbog svog efekta na celijske membrane, ali se uglavhom Koristi kao adjuvans

odgovarajucoj terapiji.

1.3.4 Oboljenja oka

Nedavna istrazivanja su pokazala da vitamini 1 minerali sa antioksidativnom aktivno$cu,
kao §to su vitamin C i E, cink, karotenoidi-lutein, zeaksantin, beta karoten, imaju vaznu
ulogu u odrzanju zdravlja i funkcije oka. DHA je vazana strukturna komponenta retine,
tako da nedostatak n-3 PMK u organizmu moZe nepovoljno uticati na njenu optimalnu
funkcionalnost. Takode, nutrijenti koji imaju antiinflamatorno dejstvo, kao §to su n-3
masne kiseline, mogu smanjiti rizik za nastanak razli¢iti oboljenja oka. Smatra se da DHA
i EPA imaju vaznu ulogu, pre svega u prevenciji makularne degeneracije oka uzrokovane
starenjem (AMD), ukljuéuju¢i modulaciju metaboli¢kih procesa koji dovode do
oksidativnog stresa, inflamacije i vaskularizacije (40). Biofizicke i biohemijske osobine
DHA mogu uticati i na funkciju membrane fotoreceptora menjajuéi propustljivost,
fluidnost, debljinu membrane, lipidni profil i aktivaciju membranskih proteina (40).
Pretpostavlja se da aterosklerotske promene na krvnim sudovima retine doprinose
povecanju rizika za AMD, sli¢no mehanizmima ukljuc¢enim u razvoj KVB, te svi nutritivni

faktori koji uticu na usporavanje aterosklerotskih procesa povoljno deluju i kod AMD (41).

1.3.5 Neuroprotektivni efekti

n-3 masne kiseline su bitne komponente membrana nervnih tkiva i uti¢u na propustljivost i
ekscitabilnost membrana, sinapticku funkciju 1 mozda na metabolizam serotonina i
dopamina. Vecina studija je pokazala poboljsanje simptoma kod bolesnika sa depresijom,
uglavnom primenom preparata samo sa EPA. Studija kod bipolarnih poremecaja je
pokazala znacajno duzi period do relapsa nakon primene n-3 PMK (42). Animalni modeli
kojima je davana hrana obogacena sa n-3 PMK pokazali su zna¢ajnu ulogu ovih masnih
Kiselina u promovisanju razvoja mozga i regulisanju ponasanja kao i u neurohemijskim
aspektima vezanim za poremecaje raspolozenja (43). Nekoliko randomizovanih placebo-

kontrolisanih studija sa DHA/EPA je sprovedeno kod bolesnika sa shizofrenijom i

11



shizoafektivnim poremecajem. Veéina ovih studija je pokazala klinicku korist nakon
primene veéih doza EPA (42). U dvostruko slepoj studiji sa n-3 PMK u kojoj su
ucestvovala deca sa poremecéajem paznje i hiperaktivnoséu, grupa koja je primala n-3 PMK
pokazala je poboljsanje vizuelne paznje i smanjenu anksioznost (44). Skoras$nje
epidemioloske studije su pokazale pozitivnu korelaciju izmedu relativno visokog unosa

DHA 1 EPA 1 niZeg relativnog rizika od pojave demencije ili njenog napredovanja (45, 46).

1.3.6 Protektivni efekti konzumiranja ribe na zdravlje

Riba i morski plodovi predstavljaju jedini znacajan izvor dugolanc¢anih n-3 PMK u ishrani
savremenog ¢oveka. ALA se nalazi u namirnicama biljnog porekla, ali proces konverzije
ove masne kiseline u EPA i DHA kod ljudi nije dovoljno efikasan. Zbog znacaja ribe kao
izvora n-3 DLPMK u prethodnih 40 godina vrSena su brojna istrazivanja njihovih
zdravstvenih efekata. Sve je zapocelo istrazivanjem danskih nau¢nika Bang i Dyerberga
koji su u svojoj epidemioloskoj studiji uspostavili vezu izmedu visokog unosa morske ribe,
a samim tim i n-3 DLPMK, i niske incidence kardiovaskularnih oboljenja u zajednici
Eskima sa Grenlanda (47). Dalja brojna istrazivanja su pokazala da konzumiranje ribe u
okviru svakodnevne ishrane ima brojne povoljne efekte. Istrazivanjem koje je obuhvatilo
ispitanike iz ¢ak 36 zemalja, Zhang i saradnici su utvrdili znacajnu povezanost izmedu
konzumiranja ribe i smanjenog rizika od opSteg mortaliteta, kao i od mortaliteta
uzrokovanog ishemijskom bolesti srca i cerebrovaskularnim bolestima (48). Prema
Landmarku i saradnicima, redovan unos ribe ili suplemenata ribljeg ulja dovodi do
smanjenja povrSine zahvacene infarktom miokarda i snizava postinfarktne vrednosti

kreatin-kinaze i laktat- dehidrogenaze u serumu (49).

Mizushima je sa saradnicima utvrdio da postoji dozna zavisnost izmedu broja nedeljnih
porcija ribe i smanjenja rizika od oboljenja kardiovaskularnog sistema (50). Meta-analizom
Hea i saradnika iz 2004. godine utvrdeno je da dnevni unos 20 g ribe smanjuje rizik za
kardiovaskularni mortalitet za 7%, dok konzumiranje ribe najmanje 5 puta nedeljno ovaj
rizik smanjuje za c¢ak 38% (51). Dnevna doza od najmanje 35 g ribe je u
tridesetogodi$njem istrazivanju Orencia i saradnika povezana sa smanjenim rizikom za
cerebrovaskularni insult (52). Nije utvrdena povezanost izmedu pola ispitanika i uticaja
unosa ribe na razvoj bolesti (51).

Moguce ogranicenje u tumacenju pozitivnog uticaja konzumiranja ribe na smanjenje
mortaliteta od kardiovaskularnih bolesti u ovim istrazivanjima jeste ¢injenica da osobe

koje redovno konzumiraju ribu, takode vise vode racuna i o drugim aspektima zdravog
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zivota, viSe se bave fizickim aktivnostima, manje puse i nisu skloni gojaznosti, ¢ime
nezavisno smanjuju rizik za kardiovaskularne bolesti (53). Postoje i malobrojne studije
kojima nije utvrdena veza izmedu povecanja unosa ribe ishranom i smanjenja rizika za
razvoj kardiovaskularnih oboljenja (54-56). Smatra se da je ova neusaglasenost rezultata
posledica razli¢itih uslova pod kojima su istrazivanja sprovedena (53).

Pored protektivnog efekta koji ispoljava na kardiovaskularni sistem, smatra se da unos ribe
moze pozitivno uticati na razvoj i pravilno funkcionisanje centralnog nervnog sistema,
posebno kod dece. Utvrdeno je da su deca ¢ije su majke tokom trudnoce unosile dovoljne
koli¢ine n-3 masnih kiselina putem hrane pokazala bolje mentalne i psihomotorne
sposobnosti, a njihova koordinacija pokreta u uzrastu od Cetri godine je bila bolja nego kod
dece, ¢ije majke nisu imale dovoljan unos ribe (57). Razvoj mozga fetusa je intenzivan u
treCem trimestru, i potrebe za DHA su kritiéne u ovom periodu jer je ona neophodna za
razvoj mozga. Meta-analiza studija sprovedenih na trudnicama je pokazala da su nizak
nivo unosa ribe i niski nivoi DHA u mleku povezani sa pove¢anim rizikom od postpartalne
depresije (58).

Unos ribe je povezan i sa povoljnim efektima kod neurodegenerativnin i
retinodegenerativnih oboljenja. Istrazivanjem je utvrdeno da je kod odrasle populacije unos
ribe obrnuto srazmeran riziku od slabljenja kognitivnih funkcija i razvoja Alchajmerove
bolesti (59). Studija koja je obuhvatila 39 876 Zena srednjih godina pokazala je da su Zene
koje su konzumirale ribu nekoliko puta mesecno imale znafajno smanjen rizik za
makularnu degeneraciju u odnosu na Zene koje su ribu uzimale jednom ili nijednom u toku
meseca. Kao najzdravije pokazale su se tuna, skusa, losos, sardine i sabljarka (60).

Svi navedeni dokazi o pozitivnom efektu ribe u ishrani na kardiovaskularni i centralni
nervni sistem uticali su da brojne internacionalne i nacionalne institucije daju formalne
preporuke za unos ribe. Preporuka Americ¢ke asocijacije kardiologa na primer glasi da se
riba jede najmanje 2 puta nedeljno (preporucljivo masna riba - losos, haringa i skuSa) uz
koriS¢enje biljnih ulja koja sadrze ALA za pripremanje hrane (sojino ulje). Przenu ribu,
posebno onu pripremljenu u restoranima brze hrane, treba izbegavati jer ima nizak sadrzaj
n-3 masnih kiselina i potencijalno visok sadrzaj trans-masnih kiselina (61). Kada se
povecanje unosa ribe preporucuje kao jedan od nacina za poboljSanje zdravlja treba obratiti
paznju na ¢injenicu da i ukupan sadrzaj masti i sadrzaj PMK znacajno variraju od vrste do
vrste ribe.

Treba napomenuti da konzumiranje ribe nosi i odredene rizike koji su posledica

zagadivanja zivotne sredine teSkim metalima, pre svega Zivom i njenim jedinjenjima. U
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morima, jezerima i rekama ziva se pretvara u metil-Zivu, po zdravlje veoma opasno
jedinjenje dugog bioloskog poluvremena raspada, koja dospeva u ribu. Americ¢ka agencija
za hranu i lekove i Agencija za zaStitu okoline izdali su 2004. godine zajednicko
upozorenje koje se odnosi na trudnice, dojilje 1 zene koje pokuSavaju da zatrudne. U
upozorenju stoji kako te osetljive grupe treba da izbegavaju ribu koji sadrze povisenu
koncentraciju zive, kao §to su sabljarka, skuSa i tuna. Preporuku da konzumiraju ribu dva
puta nedeljno mogu da ispune na taj nacin $to Ce jesti sardinu, osli¢, losos i druge vrste
sitne plave ribe koja ima nizak nivo zive, ili tunu koja je konzervirana (62).

Zbog rastuceg zagadenja Zivotne sredine koja za posledicu ima sve neizvesniji kvalitet
ribljeg mesa, u poslednje vreme postoji trend da se n-3 masne kiseline tehnoloSkim
postupcima inkorporiraju u razlicite proizvode, kao $to su namazi, jogurt i mleko, ili da se

konzumiraju dijetetski suplementi sa ribljim uljem.

1.4 Dugolanc¢ane n-3 PMK i kardiovaskularni rizik

Kardiovaskularna oboljenja su jedan od vodeéih uzro¢nika smrtnih ishoda u veéini
razvijenih zemalja, kao i u mnogim zemljama u razvoju. Svetska federacija za srce
upozorava da 82% smrtnih ishoda poti¢e od bolesti srca 1 krvnih sudova i vise od 60%
opterecenja ishemijskom boleS¢u srca potice iz nisko i srednje razvijenih zemalja. Tokom
2010. godine u Republici Srbiji, od svih oblika KVB umrlo je 56488 osoba svih uzrasta
(63). Osnovni uzrok kardiovaskularnih bolesti (KVB) u 95% slucajeva je ateroskleroza, a
simptomi se javljaju tek kada je proces u odmakloj fazi.

Zapaljenje vaskularnog zida predstavlja kljuéni faktor u dinamickom procesu
ateroskleroze. Medijatori kao $to su oksidovani LDL, lipopolisaharid (LPS) iz gram-
negativnih bakterija, citokini i slobodni radikali, mogu uzrokovati da u endotelu arterijskog
zida zapocne proces razvoja ateroskleroze. Lokalna inflamatorna reakcija citokin-
aktiviranog endotela dovodi do povecane ekspresije leukocitnih adhezionih molekula,
ukljucujuéi vaskularne ¢elijske adhezione molekule 1 (VCAM-1), intracelularne celijske
adhezione molekule 1 (ICAM-1) i E-selektin. Monociti se vezuju za adhezione molekule
na endotelnim ¢elijama i kasnije migriraju u subendotelni prostor u kome se transformisu u
makrofage. Makrofage se usmeravaju prema hemoatraktantnim citokinima, kao $to je
makrofagni hemoatraktant protein-1 (MCP-1) koga luce ¢elije vaskularnih zidova kao
reakciju na oksidovani LDL. Makrofage nekontrolisano preuzimaju holesterol iz LDL,
postaju prepunjene lipidima i konvertuju se u penaste ¢celije. U ranoj fazi ateroskleroze,

akumulacija penastih ¢elija evoluira u masne pruge. Do komplikacija dolazi kada se glatke
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misi¢ne ¢elije u tunici intimi dele 1 proizvode ekstracelularni matriks, kao $to je kolagen, a
glatke miSiéne Celije u tunici mediji se pomeraju ka intimi i doprinose formiranju
fibroznog omotaca i stvaranju aterosklerotskog plaka.

Postoji vise faktora rizika za razvoj ateroskleroze i posledi¢no razvoj KVB. Na neke od
faktora se ne moze uticati (uzrast, pol i naslede), dok se drugi faktori rizika mogu
prevenirati. Najznacajniji od njih su povisen krvni pritisak, pusenje, povisen nivo LDL-C,
nizak nivo HDL-C, diabetes mellitus, gojaznost, neadekvatna ishrana, fizicka neaktivnost i
dr (64).

Mnoge velike studije, ukljucujuci klinicka ispitivanja u primarnoj i sekundarnoj prevenciji,
dosle su do zakljucka da konzumiranje masnih riba, ribljih ulja ili pojedina¢nih n-3 PMK
predstavlja efektivnu dijetetsku strategiju za sniZzenje morbiditeta i mortaliteta od
kardiovaskularnih oboljenja. Od ranih opservacija nad grenlandskim Eskimima, obavljena
su mnoga ispitivanja suplementacije koja su demonstrirala vezu izmedu unosa n-3 PMK i
smanjenog rizika od pojave kardiovaskularnih oboljenja i smanjene smrtnosti kod ovih
oboljenja. Dve velike randomizirane studije su dokumentovala efekte n-3 PMK u
prevenciji kardiovaskularnih oboljenja. Studija GISSI-Prevenzione je randomizirano
obuhvatila 11323 pacijenata sa nedavnom inflamacijom miokarda koji su tokom 3,5 godine
bili podvrgnuti tretmanu sa n-3 PMK (1 g/dnevno), vitaminom E (300 mg/dnevno),
kombinacijom oba, uz kontrolnu grupu koja nije niSta uzimala. Uzimanje n-3 PMK u
znacajnoj meri je smanjilo smrtnost usled sréanih smetnji (za 32%), a broj iznenadnih smrti
je smanjen za 45%, dok vitamin E nije bio od znacajne koristi (26). Pored toga, Matsuzaki
i saradnici su ispitali da li je EPA efikasna za sekundarnu prevenciju koronarne arterijske
bolesti (65). Pacijenti sa potvrdenom koronarnom arterijskom bolesc¢u su sluc¢ajno
podeljeni u grupe koje su uzimale ili 1,8 g EPA u kombinaciji sa statinom ili samo statin.
Nakon 4,6 godina, pojava znacajnih koronarnih dogadaja je bila znacajno niza kod
pacijenata koji su primali EPA, ukazujuc¢i na to da je EPA efikasna za sekundarnu
prevenciju koronarne arterijske bolesti. U skorijoj japanskoj JELIS studiji, 18645
pacijenata sa hiperholesterolemijom je randomizirano rasporedeno da primi ili samo statin
ili statin zajedno sa visokoprec¢is¢enom EPA (1,8 g/dnevno). Na kraju petogodisnje studije,
otkriveno je znacajno smanjenje (19%) vezano za sve vazne koronarne dogadaje kod
pacijenata koji su primali EPA (27). Meta-analiza studija koje su ispitivale uticaj unosa n-3
masnih kiselina kod ljudi sa ishemijskom bolesti srca pokazale su u trogodiSnjem periodu

smanjenje infarkta miokarda za 24% i smrtnosti za 16%. Studije su pokazale da i u

15



primarnoj i sekundarnoj prevenciji n-3 masne kiseline daju bolje rezultate u prevenciji
iznenadne smrti nego nefatalnog infarkta miokarda (66).

lako postoje neki nekozistentni rezultati izmedu unosa n-3 PMK i kardiovaskularnog
zdravlja, koji se mogu objasniti varijacijama u faktorima kao $to su doza, veli¢ina uzorka i
period pracenja zdravstvenog stanja, vecina eksperimentalnih i opservacionih studija je
pokazala da je unos n-3 PMK povezan sa smanjenim rizikom od kardiovaskularnih
oboljenja (67). Brojne organizacije i zdravstvene agencije stoga preporucuju unosenje EPA
i DHA radi opsteg kardiovaskularnog zdravlja. 1 dalje nije jasno koliko n-3 PMK je
potrebno kako bi se znacajno smanjio rizik od kardiovaskularnih oboljenja ili koja je
optimalna doza za primarnu prevenciju. Medutim, tipicna preporuka za sekundarnu
prevenciju infarkta miokarda je minimalni unos od 1 g/dnevno (68).

Predlozeni mehanizmi kojima n-3 masne kiseline blagotvorno uti¢u na kardiovaskularni i
cerebrovaskularni sistem vezuju se za efekte na smanjenje koncentracije triglicerida u
serumu, snizenje krvnog pritiska, smanjenje agregacije trombocita i povecanje fibrinolize,
stabilizaciju miokarda i smanjenje rizika od disritmije, poboljsanje funkcije endotela i
elasti¢nosti arterijskih krvnih sudova, kao i za moguce antiaterogeno i antiinflamatorno

dejstvo ovih supstanci (32).

Tabela 1. Poredenje uticaja EPA i DHA na faktore rizika za KVB (32)

EPA DHA
ltrigliceridi ++ ++
THDL - +
|LDL male gustine - +
lkrvni pritisak +/- +
Tendotelnu funkciju - +
lpuls - +
lagregaciju trombocita + ++
laktivaciju trombocita + -
Tibrinolizu - -
Tglikemiju + +/-
limuni odgovor - +/-
loksidacioni stres + +
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U tabeli 1 su prikazani razli¢iti mehanizmi kojima EPA i DHA deluju povoljno na faktore
rizika kod KVB. 1z ovog prikaza je jasno da pojedina¢ne n-3 DLPMK na razli¢ite nacine
ispoljavaju svoj kardioprotektivni efekat i da su cesto dopunjuju, te da je vazno unositi obe

masne kiseline ishranom zbog postizanja optimalnih efekata.

1.4.1 n-3 masne kiseline i metabolizam lipida

Povecani nivo triglicerida je direktno povezan sa progresijom ateroskleroze i nezavisni je
faktor rizika za ishemijsku bolest srca. Smatra se da EPA i DHA modifikuju metabolizam
lipida 1 lipoproteinskih Cestica. Brojni podaci ukazuju da ove masne kiseline snizavaju
prvenstveno TG u proseku za 25% do 35%, mada u slucaju kada postoji ozbiljna
hipertrigliceridemija, kada je nivo TG iznad 5,5 mmol/l, taj efekat moze biti ¢ak 45% (69).
Ima podataka da DHA povecava nivo HDL-C, odnosno dovodi do povecanja koli€ine
HDL2 subklase koja je mnogo aktivnija u reverznom transportu holesterola. Redukcija
sinteze VLDL cestica u jetri verovatno doprinosi snizenju TG u plazmi. Mogu¢i
mehanizmi su smanjena raspolozivost masnih kiselina za sintezu TG kao rezultat smanjene
de novo lipogeneze, povecanje beta-oksidacije masnih kiselina i redukcije u oslobadanju
neesterifikovanih masnih kiselina iz jetre, izmenjene enzimske aktivnosti za sintezu TG u
jetri 1 povecane hepaticke sinteze fosfolipida umesto TG (70). Umereno povecanje unosa
n-3 PMK uglavnom nema znacajnog uticaja na koncentraciju LDL holesterola, iako je
DHA dovela do promene u distribuciji LDL podklasa u korist ve¢ih, manje aterogenih
lipoproteinskih agregata (70). Suprotno ovim efektima, kada se primenjuju visoke doze,
npr. 2-4 g/dan EPA+DHA, nivo LDL-C moze da se poveca do 10%, Sto je potvrdeno kod
pacijenata sa ekstremno visokim vrednostima TG (69). Sinergisticki efekat n-3 PMK i
statina moZe imati znaCajnu ulogu u optimizaciji lipidnog profila kod pacijenata sa

dislipidemijom (27).

1.4.2 Antitromboticka i antiinflamatorna uloga n-3 PMK

EPA 1 DHA imaju veliki uticaj na trombocite. Pored toga Sto svojim inkorporiranjem
dovode do stabilizacije membrane, n-3 masne kiseline su u kompeticiji sa arahidonskom
kiselinom za ciklooksigenazni 1 lipooksigenazni put metabolicke transformacije,
smanjuju¢i produkciju tromboksana A2 (71). Modulacija funkcije trombocita zavisi od
primenjene doze n-3 PMK, i javlja se uglavnom pri dozama ve¢im od 2 g/dan (11). Efekti

su izgleda uglavnom posredovani delovanjem EPA (72).
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Eikozanoidi proizvedeni iz EPA su generalno manje inflamatorni od svojih eikozanoidnih
ekvivalenata izvedenih iz AA, sluze kao vazodilatori i inhibiraju agregaciju trombocita. n-
3 PMK mogu smanjiti proizvodnju eikozanoida izvedenih iz AA boreéi se sa AA za
inkorporisanje u fosfolipide Ccelijske membrane, smanjenim oslobadanjem AA iz
membrana ili inhibiranjem enzima COX-2 i 5-LOX (18). Ovo bi preusmerilo proizvodnju
eikozanoida na eikozanoide iz n-3 PMK. EPA moze inhibirati COX-2, time smanjujuci
proizvodnju PG i1 TX serije 2 i povecavajuci koli¢inu PG, PGI i TX serije 3. EPA takode
moze inhibirati 5-LOX, §to smanjuje proizvodnju LT serije 4, ali povecava sintezu LT
serije 5. lako je stvaranje proinflamatornih eikozanoida iz AA prirodna reakcija na
fizioloSki 1 patoloSki stimulans, posledice konzistentne i dugoro¢ne proizvodnje ovih
eikozanoida iz visokih doza n-6 PMK unetih ishranom mogle bi dovesti do hroni¢nog
oboljenja kao §to je ateroskleroza. Stoga, jedno od mogucih resenja ovog problema je vece

unosenje n-3 PMK, odnosno, smanjenje n-6/n-3 odnosa u ishrani.

1.4.3 Efekti n-3 PMK na vaskularne endotelne ¢elije i ¢elije glatkih miSica

Aktivacija endotela usled razli¢itih patoloskih stanja dovodi do promene u vaskularnoj
homeostazi. Dolazi do disfunkcije endotela, odnosno do poremecaja ravnoteze izmedu
vazodilatatornih i vazokonstriktornih faktora (73). U normalnim fizioloskim uslovima,
endotel ne dopusta cirkuliSu¢im imunim efektornim ¢elijama da adheriraju na njegovu
povrsinu. Istrazivanja su pokazala da je protokom posredovana dilatacija arterija (merilo
endotelne funkcije), poboljSana nakon suplementacije n-3 PMK.

n-3 PMK imaju povoljne efekte na vaskularnu endotelnu funkciju kroz smanjenje
endotelne aktivacije. Endotelne ¢elije vr$e ekspresuju ICAM-1, VCAM-1, E-selektina i P-
selektina koji su ukljuceni u privlacenje leukocita 1 adheziju trombocita tokom tromboze i
inflamacije i takode doprinose ranoj fazi aterogeneze. Za citokin-indukovanu endotelnu
aktivaciju se pokazalo da povecava ekspresiju gena za ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin, a
za n-3 PMK se pokazalo da inhibira proizvodnju inflamatornih citokina koji aktiviraju
endotel. De Caterina i saradnici (74) su otkrili da je kultivacija endotelnih ¢elija sa DHA
smanjila ekspresiju VCAM-1, ICAM-1 i E-selektina i sekreciju IL-6 i IL-8. Tretiranje sa n-
3 PMK je takode smanjilo ekspresiju adhezionih molekula u ljudskim monocitima (75).
Smanjenje ekspresije adhezionih molekula bi smanjilo adheziju i migraciju monocita ka
endotelu i1 time ublazilo razvoj ateroskleroze i inflamaciju.

Ravnoteza izmedu Kkoncentracija vazokonstriktora (TXA2, PGH2, endotelin-1) i

vazodilatora (NO, endotelijumski-izveden hiperpolarizujuéi faktor, PGI) koji se proizvode
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od strane endotela, odreduju vaskularni tonus. n-3 PMK mogu modifikovati proizvodnju
eikozanoida u korist vazodilatacije 1 antitromboti¢ne aktivnosti. Takode je ukazano na to
da n-3 PMK povecéavaju endotel-zavisnu relaksaciju tako §to povecavaju oslobadanje NO
(76). NO inhibira agregaciju i adheziju trombocita, adheziju leukocita i proliferaciju éelija
glatkih miSica.

Jos jedan n-3 PMK antiaterogeni mehanizam je efekat ovih kiselina na vaskularne glatke
miSiéne Celije. Preterani rast ovih Celija rezultuje arterijskim oSteenjem 1 predstavlja
vaznu komponentu u patogenezi ateroskleroze. EPA, i DHA u manjoj meri, mogu uticati

na vaskularnu funkciju inhibiranjem rasta ovih ¢elija kao i njihove proliferacije (77).

1.4.4 Efekti n-3 PMK na proteine akutne faze

Reaktanti akutne faze su proteini ¢ije se koncentracije povecavaju ili smanjuju za 25%
tokom povrede ili inflamatornih stanja. Hroni¢na aktivacija proteina akutne faze moze
imati nepovoljne posledice po zdravlje. Proteini akutne faze su ceruloplazmin, C3
komponenta komplemenata, haptoglobin, transferin, a-1 antitripsin, albumin, feritin,
apolipoprotein CIII (Apo CIII), CRP (C reaktivni protein) i1 fibrinogen. Medu ovim
proteinima akutne faze, poviSeni nivoi fibrinogena, Apo CIII i CRP mogu da predvide
kardiovaskularna oboljenja.

Povecani nivo C-reaktivnog proteina je vazniji u predvidanju kardiovaskularnih oboljenja
od LDL holesterola. Glavni izvor CRP su hepatociti, a njegova sinteza se reguliSe putem
IL-6 i IL-1. Povecane cirkulatorne koncentracije ukazuju na aterosklerozu i inflamaciju.
Mehanizmi kojim n-3 PMK smanjuju CRP su inaktivacija nuklearnog faktora-kB (NF-xB)
I smanjenje IL-6/IL-1 ekspresije. Aktivacija NF-kB transkripcionog faktora igra klju¢nu

ulogu u regulaciji ekspresije gena ukljucenih u inflamatorne reakcije (22).

1.45 n-3 PMK i oksidativni stres

Oksidativni stres je stanje poremecene homeostaze kada se prekomerno stvaraju
prooksidansi (slobodni radikala), a kapacitet antioksidativhe odbrane je nedovoljan da
zastiti ¢eliju. NaruSava se Celijski integritet i funkcija, Sto rezultuje smréu ¢elije. Slobodni
radikali su visoko reaktivna jedinjenja koja mogu nastati pod uticajem razlicitih fizickih i
hemijskih faktora ili su proizvod uobicajenih metabolickih procesa, a zavisno od
odbrambenih funkcija organizma mogu biti neutralisani ili se akumuliraju. Najznacajnija
reaktivna kiseonikova jedinjenja su: superoksidni anjon (O2-), vodonik peroksid (H202) i

hidroksilni radikal (HO"). Usled pokrenutih lancanih reakcija u oksidativnom stresu mogu
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nastati oStec¢enja na nivou lipidnih membrane (lipidna peroksidacija), proteinskih struktura,
genetskog materijala (oksidativna oSte¢enja DNK). Povoljan efekat reaktivnih
kiseonikovih jedinjenja javlja se samo u niskim fizioloskim koncentracijama, dok njihova
hiperprodukcija moZe izazvati oStecenje celija.

Upravo je oksidativni stres nastao usled lipidne peroksidacije u direktnoj vezi sa
nastankom ateroskleroze. Ove prooksidativne promene se uglavnom odvijaju na PMK u
membranama endotelnih ¢elija, trombocita, monocitno-makrofagnih ¢elija, kao i na LDL
Cesticama. Danas je dobro poznato da je oksidativni stres kljucni faktor u nastanku
ateroskleroze, u okviru koje je usko povezan sa inflamatornim odgovorom i formiranjem
modifikovanih lipoproteina.

Neke studije su pokazale da n-3 PMK mogu zastititi ¢elije od oksidativnih oStecenja. Ima
podataka da dugolan¢ane PMK mogu indukovati ekspresiju antioksidantnih enzima kao $to
su glutation-peroksidaza, superoksid-dismutaza ili katalaza, koji odrzavaju oksidativnu
ravnotezu u ¢elijama (78). S druge strane poznato je da su dugolantane PMK sklone
peroksidaciji, da duzina i broj dvostrukih veza imaju veliki uticaj na oksidativni kapacitet
masnih kiselina (79, 80), tako da je uloga PMK u prooksidativnom/antioksidativnom

balansu jo$ uvek kontraverzna.

1.4.6 n-3PMK i krvni pritisak

n-3 masne kiseline uzrokuju dozno zavisno smanjenje pritiska kod ljudi sa hipertenzijom,
ali ne utiCu na pritisak kod ljudi sa normalnim pritiskom ili grani¢nom hipertenzijom.
Meta-analiza studija je pokazala smanjenje od 0,66/0,35 mm Hg stuba

sistolnog/dijastolnog pritiska po gramu unetih n-3 masnih kiselina (81).

1.4.7 "Omega-3 indeks" - novi biomarker rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti

Kardiovaskularni rizik oznaava verovatno¢u osobe da razvije aterosklerotski
kardiovaskularni dogadaj tokom odredenog vremenskog perioda. "Ukupan rizik"
podrazumeva procenu rizika uzimajuéi u obzir glavne faktore: godine, pol, puSenje, krvni
pritisak i lipide u krvi (82). Iako se ovaj termin Cesto koristi, "ukupni rizik" nije konacan,
jer uticaj drugih faktora rizika koji su takode znacajni, nisu obuhvaceni ovim pojmom.
SCORE sistem procenjuje 10-godisnji rizik od nastanka fatalnog aterosklerotskog
dogadaja, bilo da se radi o sr¢anom udaru, mozdanom udaru, aneurizmi aorte, ili drugom
(tabela 2).
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Tabela 2. Uticaj kombinacije faktora na 10-godisnji SCORE rizik od fatalne KVB

Pol Godine UH (mmol/L) SKP (mmHg) Pusenje Rizik %
7 60 8 120 ne 2
7 60 7 140 da 5
M 60 6 160 ne 8
M 60 5 180 da 21

UH - ukupni holesterol; SKP - sistolni krvni pritisak

Novi biomarkeri imaju samo ograni¢enu dodatnu vrednost kada se pridruZzuju proceni
rizika KVB sa SCORE algoritmom. Visoko-senzitivni CRP i homocistein mogu se koristiti
kod osoba sa umerenim KV rizikom.

Harris and Schacky su 2004. godine definisali "omega-3 indeks" koji predstavlja novi
faktor rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti, a ujedno se predlaze i kao novi biomarker
za procenu KV rizika (83). Omega-3 indeks predstavlja procentualni zbir EPA i DHA u
eritrocitima u odnosu na ukupne masne kiseline. Eritrociti su uzeti kao ¢elijski model za
odredivanje omega-3 indeksa, jer sastav masnih kiselina u njima odrazava dugotrajni unos
n-3 masnih kiselina. Druge krvne Ccelije, kao S$to su mononuklearne celije,
polimorfonuklearni leukociti ili trombociti imaju krace poluvreme Zzivota, zbog cega
pokazuju promene u sastavu masnih kiselina u kra¢éem vremenskom okviru. Slobodne
masne kiseline u plazmi se menjaju u toku samo nekoliko minuta, dok neke frakcije kao
Sto su plazma fosfolipidi, pokazuju samo u toku nekoliko sati ili nekoliko dana stepen
inkorporacije n-3 masnih kiselina (84).

U ranijim epidemioloskim studijama je pokazano da je nizak nivo EPA+DHA u
eritrocitima u korelaciji sa visokim rizikom za kardiovaskularne dogadaje, posebno za
iznenadnu sr€anu smrt 1 fatalni ili nefatalni infarkt miokarda (85). Takode je dobijen
dozno-zavisan odnos izmedu omega-3 indeksa i kardiovaskularnih ishoda. Smanjenje
kardiovaskularnih dogadaja za oko 50 % se javilo kod grupe koja je konzumirala vecée
koli¢ine ribe u poredenju sa grupom sa smanjenim unosom (86, 87). Ove studije su
pokazale desetostruke razlike u rizicima kada se porede najmanji i najveci kvartili omega-3
indeksa. Zbog povezanosti nivoa EPA i DHA u eritrocitima sa KV rizikom, Harris and
Schacky su u zavisnosti od vrednosti omega-3 indeksa podelili kardiovaskularni rizik na
Visok (<4%), umeren (4-8%) i nizak (>8%) (88).

Omega-3 indeks kao biomarker kardiovaskularnog rizika je pokazao normalnu distribuciju
u svim do sada analiziranim populacijama. Vrednosti za omega-3 indeks ispod 1,5% ili

iznad 21% nisu zabelezene, a potvrdeno je da stanovnici Aljaske imaju najveée vrednosti
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(tabela 3). Epidemioloska ispitivanja zdravstvenog stanja Eskima su pokazala da ova
populacija neznatno oboleva od sréanih bolesti i bolesti krvnih sudova iako ishranom
unose velike koli¢ine masti. Niska incidenca sréanih i kardiovaskularnih bolesti je u
korelaciji sa visokim unosom n-3 PMK iz ribe kojom se hrane.

Najnize vrednosti omega-3 indeksa su nadene kod pacijenata sa kongestivnom sréanom
insuficijencijom. Depresivni ispitanici i vecina ispitanika sa dijabetesom imaju vrednosti
nize od 4%.

Neki faktori koji se dovode u vezu sa visokim ili niskim vrednostima za omega-3 indeks
kao $to su godine i pol ne mogu da se menjaju, a utiu na vrednosti omega-3 indeksa, dok
drugi faktori kao Sto su indeks telesne mase ili postojanje dijabetesa mogu se kontrolisati,
ali jo$ uvek nije poznato koliko uti¢u na vrednost parametra. Indikatori socio-ekonomskog
statusa su u vrlo snaznoj korelaciji sa ovim biomarkerom KV rizika. Zatim konzumiranje
alkohola doprinosi visim vrednostima, kao 1 hormonska terapija koja uti¢e na povecanje

konverzije a-linolenske kiseline u EPA.

Tabela 3. Omega-3 indeks u razli¢itim populacionim grupama (90)

Nemacka

Svi ispitanici (n = 1000) 6,14 (£1,83)%
Pacijenti sa aterosklerozom (n = 190) 5,94 (£1,41)%
Trudnice (24 nedelja) 7,06 (£2,03)%
Pacijenti sa kongestivnom sré¢anom insuficijencijom (n = 895) 3,47 (+1,20)%
Depresivni pacijenti (n = 90) 3,93 (£1,50)%
Spanija

Ispitanici sa visokim KV rizikom (n = 198) ‘ 7,1%
Norveska

Pacijenti sa infarktom miokarda

Sa ventrikularnim fibrilacijama (n = 10) 4,88%

Bez ventrikularnih fibrilacija (n = 185) 6,08%

SAD

Zdravi ispitanici (Kansas City) (n = 163) 4,90 (£2,10)%
Framingham-Offspring (n = 3216) 5,30 (£1,20)%
Eskimi na Aljasci do 20%
Koreja

Zrdavi ispitanici (n = 50) 11,81% (SEM 0.35)
Pacijenti sa infarktom miokarda (n = 50) 9,57% (SEM 0.28)
Saudijska Arabija

Pacijenti sa dijabetesom (n = 69) ‘ 3,47 (+1,20)%
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1.5 Dijetarni izvori dugolan¢anih n-3 masnih kiselina

Najvazniji izvori n-3 masnih Kkiselina u ishrani su biljna ulja i ribe. U biljnim uljima je
zastupljena ALA, a u mesu riba su u znacajnim koli¢inama zastupljene dve dugolancane n-
3 masne kiseline EPA i DHA Kkoje predstavljaju bioloski aktivne metabolite ALA. Sadrzaj
dugolancanih n-3 masnih kiselina u ribi varira u velikoj meri u zavisnosti od vrste ribe,
ukupnog sadrzaja lipida ribe i geografske lokacije voda koje te ribe nastanjuju. Medutim,
vazi opSte pravilo da morske ribe kao §to su tuna, losos, skusa, haringa i sardina (,,uljane*
ribe), koje Zive na nizim temperaturama, sadrze najvece koncentracije EPA i DHA posto
skladiste lipide u mesu, dok nemasne ribe koje skladiSte svoje lipide u jetri (kao Sto je
bakalar) sadrze manje EPA i DHA. Rezerve lipida se kod riba nalaze u depoima i ispod
koze. Lipidi u ¢elijama miSi¢nog tkiva koji ¢ine 4-8% ukupnih masti sastoje se najvecim
delom iz fosfolipida i veoma su bogati u EPA i DHA. Pored riba, sve znacajniji izvori n-3
DLPMK predstavljaju dijetetski suplementi sa ribljim uljem ili sa pre€iS¢enim EPA 1
DHA.

1.5.1 Lipidi morskih i recnih riba

Prema sredini u kojoj Zive, ribe se dele na re¢ne, morske i ribe selice. Re¢ne ribe su
pastrmka, som, smud, Saran, Stuka, grgec, linjak, deverika, tolstolobik, beli amur,
crvenperka, keciga, klen, kara$ i dr. Morske ribe su tuna, osli¢, sardina, skusSa, haringa,
Skarpina, zubatac, brancin, orada i dr. Ribe selice su losos, moruna, jesetra i jegulja.
Jedna od vaznih hemijskih karakteristika riba je sadrzaj lipida, ne samo zbog nutritivnog i
energetskog znacaja, ve¢ 1 zbog uticaja na duZinu ¢uvanja i stepen kvarljivosti ribe kao
namirnice. Prema sadrzaju lipida ribe se klasifikuju na:

v’ posne, sadrze manje od 5 % lipida (pastrmka, Stuka, $aran);

v polumasne, sadrze 5 - 10 % lipida (skusa, gajeni som);

v' masne, sadrze vi$e od 10 % lipida (tuna, losos, jegulja).
Vazno je razlikovati divlju od gajene ribe, jer se znacajno mogu razlikovati po sastavu i
sadrzaju masti (91). Lipidi riba spadaju u dve kategorije lipida - fosolipide i trigliceride.
Fosfolipidi ¢ine integralni deo membrane ¢elije, pa se ¢esto nazivaju strukturnim lipidima.
Trigliceridi sluZe kao depoi energije, pa se ¢esto nazivaju depo mastima. Vecina prirodnih
triglicerida su mesoviti estri sa dve ili tri razliite masne kiseline. Trigliceridi u ribama
predstavljaju najve¢i deo lipidne frakcije (81,9-94,1%) (92). U zavisnosti od sadrZzaja

nezasi¢enih masnih kiselina, lipidi riba su manje ili viSe te¢ni na sobnoj temperaturi.
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Iako je sadrzaj lipida u ribama veoma vazna karakteristika, medu razliitim vrstama ribe,
koli¢ina lipida mnogo viSe varira nego sadrzaj vode, proteina ili minerala. Dok je odnos
izmedu najnize i najviSe vrednosti proteina ili vode ne vec¢i od 3:1, odnos izmedu najvise i
najnize vrednosti lipida je visi od 300:1. Sadrzaj lipida kod posnih riba je nizak 1 relativno
konstantan, dok kod masnih riba znac¢ajno varira. Kako raste sadrzaj masti, tako nivo vode
opada, i obrnuto. U masnim ribama sadrzaj vode i masti je prilicno konstantan i iznosi 0ko
80%. Sadrzaj lipida i sastav masnih kiselina riba veoma varira izmedu 1 unutar vrsta, 1
izmedu belog i tamnog mesa, na Sta utiCe viSe faktora kao §to su vrsta ribe, genetske
osobine, starost, reproduktivni status, veli¢ina ribe, i da li je vrsta herbivorna, karnivorna
ili omnivorna, ali i faktori okoline, kao §to su staniSte, temperatura, salinitet, koli¢ina i
vrsta dostupne hrane. Sezonske varijacije u dostupnosti hrane takode uticu na ukupni
sadrzaj lipida i sadrzaj n-3 masnih kiselina (93). Kod riba koje se hrane planktonom, kao
npr. haringa, sezonske varijacije prate promene u produkciji planktona (91). Generalno,
kod riba hladnih voda veéi je sadrzaj n-3 masnih kiselina nego kod tropskih vrsta.
Pelagi¢ne ribe hladnih voda obi¢no imaju najveéi sadrzaj EPA i DHA. Znacajan je i
gubitak lipida tokom mre$éenja riba, pa je i apsolutni sadrzaj n-3 masnih kiselina u tom
periodu smanjen, i stoga su ribe van perioda mreSCenja nutritivno vrednije (93).
Uobicajeno ribe pred mrescenje prestaju da se hrane i koriste rezerve masti i proteina (91).
Pokazano je da faktori sredine, kao $to su temperatura i salinitet uti¢u na sastav masnih
kiselina. Kod jedne vrste gajene ribe povecanje saliniteta je negativno uticalo na
koncentraciju DHA.

Generalno je prihvaéeno da slatkovodne ribe sadrze manje n-3 masnih Kiselina nego
morske, §to je u vecini slucajeva ta¢no, ali postoje i slatkovodne ribe koje su bogate n-3
masnim kiselinama. Takode je dokazano da su procesi elongacije i desaturacije masnih
kiselina efikasniji kod slatkovodnih riba, te stoga slatkovodne ribe mogu odgovaraju¢om
ishranom postici visoke sadrzaje EPA 1 DHA. Ipak, vazi opste pravilo da slatkovodne ribe
imaju veéi sadrzaj n-6, a morske n-3 masnih kiselina. Morske ribe su najbogatije u DHA,
zatim u EPA, a siromasne u LA i ALA, a slatkovodne su bogatije u LA i AA (94).

Gajena riba sintetiSe konstantnije koli¢ine EPA i1 DHA, zato $to je njihova ishrana
izbalansirana 1 kontrolisana. Gajenje morskih riba moZe prevazi¢i problem varijacija
sastava masnih kiselina kao posledice razlike u ishrani. Jo§ jedna prednost gajenja riba u
odnosu na iskori§¢avanje prirodnih stanista je bolja kontrola zagadivaca zivotne sredine,
koji su u vezi sa konzumiranjem ribe. U jednom broju studija je naden veéi sadrzaj

ukupnih PMK i n-3 masnih kiselina kod divljih vrsta. Medutim, ovi rezultati su u
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suprotnosti sa rezultatima drugih autora koji su pronasli ve¢i sadrzaj ukupnih PMK i1 n-3
masnih kiselina u gajenim primercima razli¢itih vrsta riba (93). Sa manjim izuzecima, kod
veéine gajenih riba ipak je pronaden veéi sadrzaj lipida nego kod divljih, a razlike u
sadrzaju n-3 masnih kiselina izmedu gajenih 1 divljih riba mogu biti objaSnjene razli¢itim
sastavom masnih kiselina u hrani. Ve¢ina morskih riba su karnivore i jedu male ribe 1
rakove u kojima vec¢inu PMK c¢ine n-3 masne kiseline, a n-6 masne kiseline su vrlo slabo
zastupljene. Nasuprot tome, u komercijalnoj hrani za ribe koriste se biljna ulja koja sadrze
veéinom n-6 masne Kkiseline, a malo n-3 masnih kiselina. Medutim, ima komercijalne hrane
koja u visokom procentu sadrzi riblje brasno i riblje ulje, pa stoga sadrzi veéi procenat n-3
masnih kiselina, i zato kori$¢enje ove vrste hrane dovodi do veé¢eg deponovanja n-3 masnih
kiselina u mesu gajenih riba (93).

Termicka obrada moze uticati na neke nutritivne komponente riba, dok ¢e druge ostati
nepromenjene. Termi¢ka obrada moze povecati ili smanjiti ekstrakciju lipida zbog
vezivanja lipida kovalentnim vezama (91). Termicki tretirana riba gubi vodu, u zavisnosti
od nacina pripreme, vrste ribe, veliine porcije. PoSto se povecava koli¢ina cvrstih
materija, koncentracija nekih materija moze biti ve¢a nego u svezoj ribi (91). Przenjem ribe
se sadrzaj lipida povecava, a profil masnih kiselina u uzorku nakon prZenja slican je profilu
masnih Kiselina ulja koja je koris¢eno za takav nain pripreme. Vrsta ulja za prZenje
znacajnije odreduje sastav masnih kiselina riba sa niskim sadzajem masti. Riblji lipidi,
zbog velike koli¢ine nezasi¢enih masnih kiselina i niske koli¢ine prirodnih antioksidanasa,
takode podlezu procesu autooksidacije mnogo brze od lipida drugih namirnica.

U tabeli 4 su prikazani podaci iz literature 0 prose¢nom sadrzaju n-3 masnih kiselina u
razli¢itim vrstama ribe iz kojih se vidi da sadrzaj ukupnih lipida 1 pojedinih

masnokiselinskih frakcija veoma varira u zavisnosti od vrste ribe.

Tabela 4. Sadrzaj n-3 masnih kiselina i drugih lipida u razli¢itim vrstama ribe* (95)

Vrstaribe | Lipidi | ZMK (%) | MMK (%) | PMK (%) | ALA | EPA | DHA | Holesterol
Bakalar 0,7 0,17 0,1 0,3 Tr**| 0,1 | 0,2 43
Iverak 1,0 0,2 0,3 0,3 Tr | 0,1 | 01 46
Haringa 4.4 1,3 0,8 15 01104 | 08 28
Skusa 13,0 2,5 5,9 3,2 Tr | 10 | 1,2 53
Losos 3,4 0,6 0,9 1,4 Tr | 04 | 0,6 /
Tuna 2,5 0,9 0,6 0,5 / 0,1 ] 04 /
Pastrmka 3,4 0,6 1,0 1,2 0101 | 04 57
Saran 5,6 1,1 2,3 1,4 03|02 | 01 67

*Na 100 g sirove jestive ribe; **Tr=trag
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1.5.2 Karakteristike dijetetskih suplemenata sa dugolan¢anim n-3 masnim

kiselinama

Poslednjih decenija, usled znac¢ajnog napretka nauke o hrani i ishrani, postalo je jasno da se
optimalnom ishranom moze uticati na zdravlje organizma i prevenirati mnoge hroni¢ne
bolesti. Veliki je broj Siroko i lako dostupnih informacija o tome kako hranom obezbediti
optimalnu ishranu, ali 1 kako ishranu obogatiti odredenim dijetetskim proizvodima. U tom
smislu veliki znacaj dobijaju dijetetski suplementi (DS), ¢ija popularnost raste poslednje tri
decenije.

Americki Kongres 1994. godine donosi Dietary Supplement Health and Education Act
(DSHEA) kojim je ustanovljena kategorija dijetetskih suplemenata. Ovim aktom dijetetski
suplementi se definiSu kao proizvodi koji su namenjeni suplementiranju hrane 1 koji sadrze
jedan ili vise aktivnih sastojaka: vitamine, minerale, biljne komponente, aminokiseline,
koncentrate, metabolite, konstituente, ekstrakte ili kombinaciju ovih komponenti. lako se
kategoriSu kao hrana, dijetetski suplementi se proizvode u dozno-zavisnim oblicima
(kapsule, tablete, pastile, oriblete, rastvori, sirupi i dr). U Evropskoj Uniji ova kategorija
proizvoda je prepoznata tek 2002. godine kada je doneta direktiva 2002/46EC koja je
doprinela prevazilazenju razlika u nacionalnim propisima zemalja ¢lanica Evropske Unije.
Dijetetski suplementi su u nasoj zemlji regulisani Pravilnikom o zdravstvenoj ispravnosti
dijetetskih proizvoda koji je donet 2010. godine i koji je u najvecoj meri harmonizovan sa
evropskom regulativom. I nasa nacionalna i evropska regulativa u najvecoj meri reguliSu
proizvode sa vitaminima i mineralima, dok su ostale bioloski aktivne komponenete,
ukljucujuéi i n-3 masne kiseline, uglavnom neregulisane, pre svega u pogledu doze,
upozorenja, dozvoljenih hemijskih oblika.

Zbog opsteprihvacenog zdravstvenog znacaja n-3 masnih kiselina, sve vecu paznju i znacaj
dobijaju dijetetski suplementi sa uljem riba u kojima su bioloski aktivne komponente
upravo ove masne kiseline, pre svega EPA i DHA. Istovremeno, globalna zagadenost mora
i okeana zabrinjava, jer se razliCite toksi¢ne supstance akumuliraju ushodno u lancu
ishrane u morima, §to kulminira u ribi kao izvoru hrane za ljude. Uglavnom se akumuliraju
neurotoksi¢na metil-ziva i kancerogena organohlorna jedinjenja, kao $to su dioksini i
polihlorovani bifenili (96). 1z tih razloga sve je veéa primena preciS¢enih ribljh ulja u
formi dijetetskih suplemenata.

Kao izvor ovih dugolancanih PMK najcesc¢e se koristi ulje morskih riba (tuna, losos,

haringa) ili ulje dobijeno iz jednocelijskih morskih algi (Crypthecodinium,
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Schizochytrium). Alge predstavljaju vaznu grupu fitoplanktona u okeanskoj sredini i imaju
znacajnu primenu u industriji u proizvodnji triacilglicerola sa visokim procentom DHA.
Standardizovanjem koncentracija EPA i DHA u ribljem ulju dobijaju se razli¢iti odnosi
ovih masnih kiselina u zavisnosti od namene preparata. Preparati sa ve¢im sadrZzajem EPA
u odnosu na DHA primarno su namenjeni smanjenju rizika od kardiovaskularnih oboljenja,
a preparati sa ve¢om koli¢inom DHA su uglavnom namenjeni za specificne populacije kao
Sto su trudnice 1 Zene koje doje, kao i za zastitu zdravlja oka.

U prirodnim ribljim uljima EPA i DHA su u obliku triacilglicerola, dok mnogi suplementi
sadrze masne kiseline u formi etil estara ili reesterifikovanih triacilglicerola (rTG).
Razli¢iti hemijski oblici uslovljavaju razlike u bioraspolozivosti aktivnih komponenti 0
¢emu se tek poslednjih godina pocelo razmisljati. Na iskoristljivost n-3 MK iz suplemenata
utice veliki broj faktora i ona se moze znacajno razlikovati od iskoristljivosti iz prirodnih
izvora, tj. iz ribe. Prema Visioliju i saradnicima, apsorpcija EPA iz riba je 3,5 puta
efikasnija, a DHA 5,5 puta u poredenju sa kapsuliranim oblicima (97). Kada se uporede
pojedinac¢ne doze tri najcesce dostupna hemijska oblika (r'TG, etilestri i slobodne masne
kiseline) najvecu iskoristljivost su pokazali TG u odnosu na etil-estre i slobodne masne
kiseline (98, 99).

1.6 Dijetarne preporuke za unos n-3 i n-6 PMK

Istrazivanja su pokazala da je u toku evolucije odnos n-6 i n-3 masnih kiselina u ljudskoj
ishrani bio priblizno 1, dok je danas taj odnos od 10:1 do 20-25:1 (100). Povecano
konzumiranje n-6 masnih kiselina zabelezeno je u poslednjih sto godina. Razlog je razvoj
tehnologije 1 primena velikih koli¢ina biljnih ulja u ishrani koja su bogata n-6 masnim
kiselinama. Unos dugolancanih n-3 PMK u jednoj populaciji mozZe znacajno da varira u
zavisnosti od dijetarnih navika, godina, pola, ali generalno prose¢an unos je uglavnom
znacajno nizi od pozeljnih vrednosti. Podaci veéine istrazivanja o zastupljenosti n-3
masnih kiselina u ishrani stanovnika pojedinih zemalja ukazuju na znacajni deficit ovih
esencijelnih nutrijenata i odstupanja od dijetarnih preporuka.

Prema poslednjim procenama koje se odnose na unos ribe u Velikoj Britaniji, odrasli
konzumiraju ~ 100 g nemasne ribe i 50 g uljane ribe nedeljno (101); slican unos (u nekim
zemljama Cak i manje) zabeleZen je i u drugim Evropskim zemljama (severnim i isto¢nim),
severnoj Americi i Australiji sa okeanijom. Srednja vrednost unosa n-3 DLPMK u ovim
zemljama je ~ 0,15-0,25 g/dan (101).
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Unos nemasne ribe je veéi u juznim evropskim zemljama, dok je unos nemasne i uljane
ribe najzastupljeniji u Japanu i nekim Azijskim zemljama.

Nacin ishrane velikog dela svetske populacije ukazuje na to i da je unos n-3 PMK
nedovoljan u ishrani vecine stanovni$tva. To se vidi iz izveStaja u kom je 15 evropskih
zemalja objavilo podatke o proseénom unosu PMK i n-3 masnih kiselina za decu i
adolescente, a 22 zemlje su dale podatke za odraslu populaciju (102). Kod dece je u ovom
istrazivanju utvrdeno da prosecan unos n-3 PMK varira izmedu 1,1 i 2,2 g/dan (0,6% E 1
1,4% E). Srednji unos za ALA je od 0,5-1,1 g/dan (0,5-0,6% E) za decu i adolescente.
Unos EPA varira izmedu 0,02 i 0,04 g/dan (0,01-0,02% E), a za DHA vrednosti su manje
od 0,1-0,13g/dan (0,03-0,06 % E). Za odrasle srednji unos n-3 PMK se krece izmedu 1,5-
2,6 g/dan (0,7-1,3% E). Za ALA srednji unos je izmedu 0,7-2,3 g/dan (0,4-0,8% E). Za
EPA i DHA prosec¢an unos iznosi 0,03 i 0,15 g/dan (0,01 i 0,06 % E) i 0,051 0,27 g/dan
(0,021 0,12 % E), redom.

Prema poslednjim zvani¢no objavljenim podacima, u 2005. godini potro$nja ribe u Srbiji je
iznosila 6,4 kg po stanovniku godi$nje, Sto je izuzetno malo i daleko je od preprucenog
nedeljnog unosa ribe (103). Koris¢enje soje i lanenog semena kao najboljih dijetarnih
biljnih izvora n-3 masnih kiselina je tradicionalno nisko kod naSe populacije, pa se moze
pretpostaviti da je 1 unos ALA nezadovoljavajuci.

Zbog procenjenog nedovoljnog unosa n-3 masnih kiselina ishranom i njihovog velikog
zdravstvenog znacaja donet je veci broj preporuka o unosu EMK, zatim zasebno za MK iz
n-3 i n-6 serije, kao i preporuke o unosu pojedinin MK. Prikaz brojnih nacionalnih
preporuka i viSe internacionalnih, poput DRI (Dietary Reference Intake), Al (Adequate
Intake), ili AMDR (Acceptable Macronutrient Distribution Range), dat je u tabeli 5.

Al za n-3 masne kiseline iznosi 1,6 g/dan za muskarce i 1,1 g/dan za Zene, dok je vrednost
AMDR postavljena na 0,6% i 1,2% ukupne energije (E) za muskarce i Zene (104).

Prema German-Austrian-Swiss recommendations, unos n-3 i n-6 PMK treba da bude
izmedu 71 10 % E, sa odnosom LA/ALA od 5:1. Preporuceni unos (RI) za LA je 2,5% E
za odrasle i decu iznad 4 godine. Utvrdene vrednosti za unos n-3 PMK su 0,5% E za sve
starosne grupe ukljucujué¢i odojcad, decu i Zene u trudnoci 1 laktaciji. U primarnoj 1
sekundarnoj prevenciji KVB smatraju se adekvatnim koli¢ine od 0,25 i 1 g/dan n-3 PMK,
redom, dok se doze do 3 g/dan smatraju bezbednim. Tokom trudnoce i laktacije prema
ovim preporukama unos DHA treba da bude najmanje 200 mg/dan (102).

Nordic Nutrition Recommendations (NNR), preporu¢uje unos PMK od 5-10% E za odrasle

i decu stariju od 2 godine od ¢ega se 1% E odnosi na n-3 PMK. Zahtevi na kojima se
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baziraju ove preporuke su dobijeni iz minimalnih vrednosti potrebnih za decu. Odnos n-
6/n-3 izmedu 3 i 9 je prihvacen kao adekvatan. Za n-3 PMK preporuka je da ¢ine 0,5% E, a
vrednost je zasnovana na aktuelnim podacima o dijetarnim navikama u Evropi. Prema
NNR uobicajeni unos ukupnih PMK ne treba da prelazi 15% E, a n-3 PMK ne treba da
prelaze 5% E. Iste preporuke su prihvacene za trudnice i dojilje (102).

Preporuke u Velikoj Britaniji (DoH), su date za minimalni unos n-3 i n-6 PMK Kkoji treba
da iznosi 6% E, a maksimalni ne bi trebalo da prelazi 10 % E. Za odojcad, decu i odrasle
LA treba da obezbedi 1% E, dok ALA treba da obezbedi najmanje 0,2% E (102).

Americki Institute of Medicine (loM, 2005) navodi da su studije na odraslima pokazale
odsustvo simptoma deficita n-6 PMK sa unosom 7,4 - 8 g/dan LA. U SAD generalno nije
prisutan deficit n-6 PMK u opstoj populaciji. Al za grupe od 19-30 godina i 31-50 godina
su 17 g/dan LA za muskarce i 12 g/dan za zene. Kada su u pitanju n-3 PMK, studije su
pokazale da se deficit ALA javlja kod unosa 0,015 do 0,095 g/dan, dok unos od 0,3 g/dan
prevenira simptome deficita. Za muSkarce Al za ALA je 1,6 g/dan, za Zene 1,1 g/dan. Al u
trudnoci iznosi 1,4 g/dan i u laktaciji 1,3 g/dan (102).

Organizacije WHO/FAO su postavile ciljeve za unos n-6 PMK koji iznosi 5-8% E, sa
ukupnim unosom PMK od 6-10% E. Preporuke WHO/FAO za unos n-3 PMK su 1-2% E.
Scientific Advisory Committee on Nutrition (SACN) preporucuje unos od 450 mg n-3 PMK
za op$tu populaciju ukljucujuéi i trudnice (102).

Posto su n-3 masne kiseline esencijalne za normalan rast i razvoj u raznim periodima, one
moraju biti uklju€ene u ishranu trudnica, dece u razvoju, mladih 1 starijih osoba.
Najznacajniji perodi za obezbedivanje adekvatnih koli¢ina n-3 masnih kiselina su trudnoca
kada se vrSi transfer ovih kiselina kroz placentu, rano detinjstvo kada se nastavlja
nakupljanje n-3 masnih kiselina u mozgu i retini, i laktacija kada je potrebno obezbediti
ove Kiseline za postnatalni razvoj. Znac¢aj suplementacije hrane za bebe i malu decu n-3
masnim kiselinama je takode u centru interesovanja strucne javnosti, tako da bi prema
preporukama ISSFAL grupe, lipidi u zamenama za humano mleko morali sadrzati oko
10% linolne kiseline (od svih masnih kiselina), 1,5% alfa-linolenske kiseline, 0,5%
arahidonske kiseline, 0,35% DHA i manje od 0,1% EPA.
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Tabela 5. Pregled dijetarnih preporuka za unos lipida i masnih kiselina za odrasle koje su
postavljene od strane razli¢itih zemalja i organizacija (102)

Zemlje/ Godina | Ukupni ZMK TMK MMK PMK
Organizacije lipidi
Velika 1991 33% E <I0%E | <2%E | 12%E 6% E sa najmanje 1% E LA i
Britanija 0,2% E ALA
Nemacka, 2000 30% E <I0%E |<1%E 7-10% E, n-6 PMK 2,5%E i n-
Austrija, 3PMK0,5% E
gvajcarska
Francuska 2001 30-35% E | <8% E <2%E | 20% E 4% E LA, 0,8% E ALA,
2005 0,20% E DGPMK i 0,05% E
DHA
Holandija 2001 20-40% E | <10%E | - <12% E, sa najmanje 2% E
2006 LA, 1%E ALA i 450 mg
EPA+DHA
SAD 2002 20-35% E | <10% E | - 5-10% LA 10,6-1,2% E ALA
2006
WHO/FAO 2003 15-30% E | <10%E | <1%E 6-10% E, 5-8% E n-6 PMK i
1-2% n-3 PMK
Nordijske 2004 25-35% E | <10% E 10-15% E | 5-10 % E, 1% E n-3 masne
zemlje kiseline

Na zahtev Evropske Komisije, Panel za dijetetske proizvode, ishranu i alergije (NDA
panel), zatrazeno je da se oformi stru¢no misljenje o gornjem bezbednosnom unosu (UL)
za n-3 DLPMK, pre svega EPA i DHA. Na osnovu dosadasnjih procena, unos n-3 PMK
nije povezan sa nezeljenim efektima kod zdrave dece i odraslih. NDA panel je zakljucio da
suplementacija tokom duzeg vremenskog perioda sa EPA i DHA u dozama do 5 g/dan ne
dovodi do povecanog rizika od spontanog krvarenja ili komplikacija, uticaja na
homeostazu glukoze, imune funkcije ili lipidnu peroksidaciju, u uslovima oksidativne
stabilnosti n-3 PMK. Kombinacija EPA i DHA u dozama 2-6 g/dan, i samo DHA u
dozama 2-4 g/dan dovodi do poveéanja LDL-C za oko 3% §to ne mora da ima nezeljene
efekte na KV rizik, dok EPA u dozama do 4 g/dan nema znacajan efekat na LDL-C.
Kombinacija EPA i DHA u dozama do 5 g/dan, ili samo EPA do 1,8 g/dan ne dovodi u
pitanje bezbednost primene ovako visokih doza kod odraslih. Unos DHA do 1 g/dan ne
dovodi u pitanje bezbednost primene te koli¢ine za opstu populaciju. Dijetarne preporuke
koje je EFSA dala za EPA i DHA bazirane su na razmatranju KV rizika kod Evropske

odrasle populacije i iznose 250 - 500 mg/dan.
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2 CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ove studije je bilo istrazivanje efekata nutritivno relevantnih koli¢ina n-3 masnih
kiselina dugog lanca koje odgovaraju uobi¢ajenim dijetarnim preporukama, kao i razlika u

delovanju razlicitih dijetarnih izvora, na faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.

1. Prvi deo istrazivanja imao je za cilj procenu sastava masnih kiselina i sadrzaja n-3
masnih kiselina dugog lanca u uobicajenim dijetarnim izvorima ovih masnih kiselina:

a) u uzorcima sveze morske ribe i sveze recne ribe

b) proveru sastava i sadrzaja n-3 masnih kiselina dugog lanca u kapsulama sa
ribljim uljem dostpunih na trzistu Srbije;

2. Drugi deo istrazivanja imao je za cilj ispitivanje efekata nutritivno relevantnih doza n-
3 masnih kiselina dugog lanca iz dva dijetarna izvora odabrana na osnovu prethodno
dobijenih rezultata (losos i riblje ulje standardizovanog sastava u kapsulama) na
faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti kod ispitanika srednjih godina:

a) u cilju procene stepena inkorporacije n-3 masnih kiselina iz rali¢itih
dijetarnih izvora odredivan je sastav masnih kiselina lipida eritrocita,
trombocita i plazme;

b) od parametara lipidnog statusa odredivan je sadrzaj ukupnog holesterola,
HDL-holesterola, LDL-holesterola i ukupnih triglicerida u serumu;

€c) u cilju procene oksidativnog stresa odredivane su koncentracije
superoksidnog anjona i MDA, kao i parametar totalnog antioksidativnog
statusa (TAS);

d) od parametara sistemske inflamacije odredivani su C-reaktivni protein i
sadrzaj adhezivnih molekula SICAM-1 i sSVCAM-1;

e) kao novi biomarker rizika odredivan je omega-3 indeks u ispitivanoj grupi.
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3 MATERIJAL | METODE

3.1 Ispitanici

Sto trideset ispitanika je popunilo anketu o nacinu zivota i ishrane, a zatim su uradene
osnovne antropometrijske i biohemijske analize. Na osnovu dobijenih rezultata, odabrano
je 35 dobrovoljaca (18 muskaraca 1 17 Zena) koji su ukljuceni u intervencionu studiju.
Kriterijumi za ukljucenje bili su: godine (izmedu 44 i 64), indeks telesne mase (ITM)<30
kg/m? i krvni pritisak <140/90 mm Hg. Kriterijumi za isklju¢enje odnosili su se na
promenu telesne tezine (+3 kg) tri meseca pre pocetka intervencije, koris¢enje lekova za
regulaciju lipida u serumu ili nesteroidnih antiinflamatornih lekova kao $§to je aspirin.
Ispitanici nisu uzimali suplemente sa n-3 masnim kiselinama, kalcijumom ili vitaminom D
tri meseca pre pocetka studije. Ispitanici nisu prethodno imali hroni¢ne bolesti - dijabetes
mellitus, hepati¢ne, renalne ili kardiovaskularne disfunkcije. Kriterijum za utvrdivanje
dislipidemije je bio koncentracija LDL-h iznad 3,36 mmol/L i/ili koncentracija triglicerida
veca od 1,69 mmol/L prema vrednostima koje je postavio National Cholesterol Education
Program Guidelines (105). Prisustvo dislipidemije nije bio kriterijum za iskljucenje iz
studije. Kriterijumi za iskljucenje su se odnosili i na konzumiranje vise od jednog obroka
ribe nedeljno, prisustvo alergije na morsku hranu i konzumiranje vise od tri standardna
alkoholna pi¢a tokom dana. Osnovne antropometrijske i biohemijske karakteristike
ispitanika prikazane su u tabeli 6. Zastupljenost faktora kardiovaskularnog rizika prikazana

je naslici 6.
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Tabela 6. Osnovne antropometrijske i biohemijske karakteristike ispitanika

Cela grupa (n=35) Muskarci (n=18) | Zene (n=17)
Godine 53,9+9,5 54,5+9.6 53,3+93
Telesna masa (kg) 79,5+ 14,0 90,1 £ 10,6 68,9+ 7,4
ITM (kg/m?) 26,1 +3,4 27,6 +3,3 247+29
Holesterol (mmol/L)
UH 6,55+0,93 6,22 + 0,86 6,89 + 0,94
LDL 4,28 = 0,89 3,99 £ 0,85 4,56 + 0,87
HDL 1,47 + 0,36 1,26 £ 0,21 1,68 + 0,36
Trigliceridi (mmol/L) 1,77 +£ 0,94 2,12+0,99 1,42 £ 0,58
Glukoza (mmol/L) 5,1 +£0,57 5,15+0,63 4,84+ 0,48
Krvni pritisak (mm Hg)
Sistolni 129,4 + 10 130,3+9,5 128,6 10,4
Dijastolni 83,0+7,5 83,5+7,1 82,4+79
Rezultati su prikazani kao srednje vrednosti = SD
ITM, indeks telesne mase; UH, ukupan holesterol;
LDL, lipoprotein male gustine; HDL, lipoprotein velike gustine
74% 71%
54%
46%
mda

26%

29%

—

Pusenje

Gojaznost

Dislipidemija

fne

Slika 6

. Distribucija faktora rizika kod ispitanika
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3.2 Dizajn studije

Dijetarna intervencija je dizajnirana kao randomizovana, ukrStena studija. Trideset i tri
ispitanika su po slu¢ajnom izboru podeljena u dve grupe koje su konzumirale 150 g
dimljenog lososa dva puta nedeljno (Norveski atlantski losos, proizvodaca Squadra, d.o.o.,
Beograd, Srbija) koji je obezbedivao 274 mg EPA + 671 mg DHA/dan ili komercijalni
suplement ribljeg ulja (proizvoda¢a Pharmanova d.o.o., Beograd, Srbija) koji je
obezbedivao dnevno 396 mg EPA + 250 mg DHA tokom 8 nedelja.

Izbor ribe koja je kori§¢ena u studiji je izvrSen nakon detaljne analize sastava i sadrzaja n-3
MK u vise vrsta recne 1 morske ribe. Izbor suplementa je usledio nakon detaljne analize
sastava i preporuc¢enog nacina kori$é¢enja suplemenata sa n-3 MK prisutnih na trzistu.
Toplo dimljeni losos koji je koris¢en u intervenciji bio je pripremljen u obliku fileta,
standardizovane neto mase u vakum pakovanju, sa utvrdenim rokom trajanja od strane
proizvodaca. Kapsule ribljeg ulja su pripremljene tako Sto je iz originalnih pakovanja
izdvajano po 120 kapsula i pakovano u bele papirne kese. Na kesi sa kapsulama bilo je
ispisano uputstvo o na¢inu koriS¢enja.

Prilikom prve vizite (kada se ispitanicima uzorkovala krv), grupa koja je konzumirala ribu
dobila je po 8 paketa lososa za prvih mesec dana intervencije, a nakon isteka mesec dana
dobila je novu seriju od 8 paketa za slede¢ih mesec dana. Tako je konzumirana riba bila
upotrebljena u predvidenom roku trajanja proizvoda. Kada je u pitanju suplementirana
grupa, tokom prve vizite ispitanicima je data predvidena koli¢ina od 120 kapsula za ceo
period intervencije od dva meseca. Tom prilikom ispitanici su dobili detaljno uputstvo o
protokolu studije.

Nakon perioda od 6 meseci (washout) ispitanicima su zamenjene intervencije (ukr$tena
studija), i po istom protokolu kao u prvom periodu ispitanici su dobili losos i suplemente.
Cela studija je obuhvatila 4 vizite, jednu pre i jednu posle svake intervencije.

Uzorci krvi su sakupljani pre i posle svake intervencije, a zatim su odredivani lipidni,
inflamatorni parametri kao i markeri oksidativnog stresa. Ispitanici nisu menjali navike u
ishrani tokom trajanja studije. Da bi se pratile promene u energetskom unosu, ispitanici su
popunili trodnevni dnevnik ishrane na poc¢etku studije i posle washout perioda. Podaci su

analizirani kori§¢enjem CRON-O-Meter v0.9.6. software.
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3.2.1 Odobrenje Etickog komiteta

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Farmaceutskog fakulteta u Beogradu.
Pismeno odobrenje je dobijeno od svih u¢esnika pre pocetka eksperimenta, i studija je

pratila Helsinski protokol.

3.3 Metode

3.3.1 Priprema uzoraka sveze ribe

Da bi se utvrdila koli¢ina n-3 PMK u uzorcima re¢ne i morske ribe, analizirana su po 3
uzorka ribe od svake ispitane vrste i po 3 kapsule od svakog ispitanog komercijalnog
preparata sa ribljim uljem. Uzorci sveze recne ribe (deverike, smuda, soma, Sarana) i sveze
morske ribe (lososa, tune, skuse, sardine i osli¢a) su nabavljeni u razli¢itim maloprodajnim
objektima u Beogradu. Riba prethodno nije tretirana metodama konzerviranja i nije bila
termicki obradivana niti zamrzavana.

U okviru pripreme uzoraka za analizu, odstranjivane su koZa, kosti 1 iznutrice iz uzoraka
sveze ribe da bi se dobili uzorci Sto konstantnijeg sastava. Dobijeni su homogeni uzorci

¢istog mesa ribe slicnog oblika i podjednake gramaZe koji su analizirani.

3.3.2 Ekstrakcija lipida iz uzoraka ribe i suplemenata

Ukupni lipidi ribe su odredivani gravimetrijski nakon ekstrakcije hloroformom metodom
po Soxhlet-u koju Asocijacija analitickih hemicara (The Analitical Chemists Asotiation)
priznaje kao standardnu metodu za anlizu sadrZaja lipida u uzorcima biljnog 1 Zivotinjskog
porekla. Metoda se zasniva na principu ekstrakcije lipida ponovljenim ispiranjem
(perkolacijom) uz pomo¢ organskog rastvaraca koji recirkuliSe u posebnoj za ektrakciju
konstruisanoj aparaturi (106). Balon sa ekstrahovanim lipidima se nakon ekstrakcije i
uparavanja hloroforma (organski rastvara¢ koji je koriS¢en za ekstrakciju) na vakuum
uparivacu dovodio do konstantne mase suSenjem u vakuum susnici na sobnoj temperaturi,
nakon ¢ega se merio sadrZaj u balonu 1 rezultat izraZzavao u %.

Lipidi ribe koriS¢eni za dalje odredivanje masnih kiselina su ekstrahovani smeSom
organskih rastvaraca hloroform/metanol prema metodi po Bligh-Dyer-u (107).

Procedura za ekstrakciju: u 6-7 g homogenizovanog uzorka doda se 3 ml vode i 30 ml
smeSe matanol-hloroforma (2:1, v/v), mikstura se obraduje u Lourdes-ovom
homogenizatoru ili Sorvall omnimikseru 2 minuta na sobnoj temperaturi. Homogena smesa
se centrifugira i odvoji se supernatant, a ostatak se recentrifugira sa 38 ml smeSe

matanol:hloroform:voda u odnosu 2:1:0,8. Nakon centrifugiranja, pomesSaju se supernatanti
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u koje se doda po 20 ml hloroforma i vode. U levku za odvajanje se izdvoji hloroformski
sloj koji se zatim uparava na rotacionom evaporatoru na 30-35°C do suva. Izdvojeni lipidi
se ¢cuvaju na -20°C do analize MK.

Uljani sadrzaj kapsula je izdvajan iglom 1 Spricem da bi se dalje analizirao sadrzaj MK.

3.3.3 Ektrakecija lipida iz plazme, eritrocita i trombocita

Ukupni lipidi su ekstrahovani iz plazme, trombocita i eritrocita smeSom rastvaraca
hloroform/metanol, prema Folsch-ovoj metodi modifikovanoj po Kates-u (108).

Procedura za ekstakciju: u 1 ml suspenzije ¢elijske frakcije ili plazme, doda se 3,75 ml
smese matanol-hloroforma (2:1, v/v), mikstura se u staklenoj epruveti vorteksira nekoliko
minuta na sobnoj temperaturi. Homogena smesa se centrifugira i odvoji se supernatant u
drugu epruvetu, a ostatak ekstrahuje ponovo sa 4,75 ml smeSe matanol:hloroform:voda u
odnosu 2:1:0,8. Nakon centrifugiranja, pomesaju se supernatanti u koje se doda po 2,5 ml
hloroforma i vode. Donji hloroformski sloj se izdvoji, doda se ista zapremina benzena, a
zatim uparava pod strujom azota na 30°C. Izdvojeni lipidi se cuvaju u 0,05% rastvoru BHT

(2,6-di-t-butil-4-metilfenol) na -40°C.

3.3.4 Odredivanje sastava masnih kiselina metodom gasne hromatografije

Sastav masnih kiselina u ekstrahovanim lipidima odreden je metodom gasne
hromatografije nakon derivatizacije masnih kiselina u isparljive metil-estre.

Metil estri masnih kiselina su dobijeni transesterifikacijom rastvorom HCI u metanolu,
kako je opisano u metodi po Ichihara i Fukubayashi (109).

Procedura za transesterifikaciju: ekstrahovani lipidi se u staklenim epruvetama rastvore u
0,20 ml toluena. U rastvor lipida doda se 1,5 ml metanola i 0,3 ml 8% rastvora HCI,
redom. Epruvete se zatim vorteksiraju 1 stavljaju u vodeno kupatilo na 100°C tokom 1h.
Nakon hladenja na sobnoj temperaturi doda se 1 ml heksana i 1 ml vode za ekstrakciju
metil estara masnih kiselina. Sadrzaj se izmeSa na vorteksu, a zatim se gornji heksanski
sloj koristi za analizu masnih kiselina.

Metil estri masnih Kiselina su ispitivani metodom gasne hromatografije na aparatu Agilent
Technologies 7890A sa plameno jonizacionim detektorom. Koriséena je kapilarna kolona
112-88A7, HP-88 (100 m x 0.25 mm x 0.2 um), helijum je bio noseci gas sa protokom od
105 mL/min. Uzorci su injektovani na tepmeraturi kolone od 175°C, temperatura injektora
je bila 250°C, a detektora 280°C. Temperatura kolone se povecavala za 5°C/min od 175°C

do 220°C. Masne kiseline su identifikovane na osnovu retencionih vremena standardne
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smeSe masnih kiselina (Supelco FAME Mix, Bellefonte, PA). Efikasnost kolone je
prikazana kroz broj teoretskih platoa standardne smeSe masnih kiselina, dok je
ponovljivost odgovora odredena kao procenat relativne standardne devijacije (RSD%)
uzastopnih merenja istog referentnog rastvora (tabela 7).

Rezultati su prikazivani kao procenti pojedina¢nih masnih kiselina u odnosu na ukupne.

Hromatogram standarda masnih kiselina prikazan je na slici 7.

Tabela 7. Performanse kolone i ponovljivost rezultata

Broj teoretskih platoa RSD%
16:0 362870 3,8
18:0 426942 23
18:1 510262 16
18:2 n-6 649372 0,3
20:4 n-6 987485 3.4
20:5n-3 1091739 1,5
22:6 n-3 839367 12
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Slika 7. Hromatogram standarda masnih kiselina
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3.3.5 Uzimanje uzoraka krvi

Ispitanicima je uzimana krv iz prednje kubitalne vene posle no¢nog gladovanja i
sakupljana u epruvete sa antikoagulansom dekstroza/citratna kiselina. Epruvete su
ostavljane pola sata na sobnoj temperaturi pre centrifugiranja na 180g u toku 10 minuta na
4°C. Plazma bogata trombocitima je odvajana u druge epruvete, a zatim centrifugirana
tokom 10 minuta na 1500g radi izdvajanja trombocita. Plazma je odvajana, a trombociti su
ispirani dva puta fizioloskim rastvorom i centrifugirani po 10 minuta na 1500g (110).
Epruvete u kojima su zaostali eritrociti su centrifugirane na 1800g tokom 15 minuta na
4°C, nakon Cega su eritrociti ispirani dva puta fizioloSkim rastvorom. Uzorci su odmah

pripremani za dalju analizu (111).

3.3.6 Biohemijske analize

Koncentracije osnovnih biohemijskih parametara glukoze, ukupnog holesterola (UH),
HDL-holesterola, LDL-holesterola i triglicerida su odredivane rutinskim automatizovanim
enzimskim metodama uz upotrebu Biomerieux-ovih reagenasa (Biomerieux, Paris, France)
na biohemijskom analizatoru Hitaci 912. HDL-holesterol je odredivan istom enzimskom
metodom kao i UH nakon precipitacije seruma fosfovolframovom kiselinom u prisustvu
Mg?* jona.

Aterogeni indeks plazme je preracunat po formuli TG/HDL-C.

3.3.7 Odredivanje koncentacije markera inflamacije

Serum ICAM-1, VCAM-1 i1 CRP koncentracije su odredivane komercijalnim ELISA
kitovima (R&D Systems, Inc, USA).

Princip odredivanja: Komercijalne mikroplo¢e su presvucene monoklon specificnim
antitelima za markere inflamacije (ICAM-1, VCAM-1 i CRP). Standardi i uzorci se
pipetiraju u otvore mikroplo¢a gde se markeri inflamacije vezuju za svoja antitela. Nakon
uklanjanja nevezanih supstanci ispiranjem, dodaju se specificna enzim-vezana antitela.
Ponovo se ispiraju mikroploce radi uklanjanja svih nevezanih antitelo-enzim reagenasa, a

zatim se dodaje rastvor supstrata i razvija¢ boje, nakon c¢ega se meri intenzitet boje.
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3.3.8 Parametri oksidativnog stresa i antioksidativne zaStite

Od parametara oksidativnog stresa odredivane su koncentracije superoksidnog anjona (O2)
i malondialdehida (MDA), kao i totalni antioksidativni status (TAS). Koncentraciju MDA
u plazmi odredivana je Girotti-jevom metodom (112). Reakcija se zasniva na stvaranju
kompleksa MDA 1 ostalih tiobarbiturna kiselina reaguju¢im supstratima sa tiobarbiturnom

kiselinom (TBARS) koji imaju apsorpcioni maksimum na 535 nm (slika 8).

O
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MDA TBA MDA-TBA kompleks

Slika 8. Mehanizam reakcije TBARS sa tiobarbiturnom kiselinom

Odredivanje brzine stvaranja superoksidnog anjona je zasnovana na metodi koju su dali
Auclair i Voisin (113). Metoda je zasnovana na sposobnosti superoksidnih anjon radikala
da redukuju nitro grupu aromati¢nog jedinjenja nitroblueterazolijuma (NBT). Redukcija
zuto obojenog NBT do plavog formazina koristi se kao mera stvaranja superoksidnog
anjona u hemijskim i bioloskim sistemima. Odredivanje O2" u plazmi vrsi se merenjem
apsorbancije nastalog formazana na 550 nm.

TAS je odredivan automatskom metodom po Erelu (114). Test se izvodi uz upotrebu
ABTS" katjona kao hromogena. Sam ABTS rastvor je bezbojan. Nakon oksidacije do
ABTS"* pomoc¢u vodonik-peroksida u kiselom medijumu, rastvor dobija karakteristi¢nu
smaragdnu boju. Kada se obojeni ABTS" rastvor pomesa sa supstancama koje mogu da se
oksiduju, kao Sto su antioksidansi iz uzorka, dolazi do njegove redukcije u bezbojni ABTS.
Intenzitet obezbojavanja izmeren na 660 nm, srazmeran je koncentraciji prisutnih ukupnih

antioksidanasa u ispitivanom uzorku.
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3.3.9 Anketiranje apoteka o dijetetskim suplementima sa n-3 MK

Da bi se imao uvid u broj, vrstu, namenu i kvalitet dijetetskih suplemenata koji su dostupni
potrosac¢ima u Srbiji sprovedena je anketa u 11 apoteka na teritoriji grada Beograda (4
drzavne i 7 privatnih apoteka).
Ispitivani parametri su bili:

e naziv preparata

e zamlja porekla

e proizvodac

e kvalitativni i kvantitativni sastav jednog doziranog oblika

e preporuceni nacin doziranja preparata

e namena preparata.

3.3.10 Anketa o konzumiranju ribe i drugih izvora n-3 PMK (FFQ)

Anketa 0 konzumiranju ribe i drugih izvora n-3 PMK sastojala se od liste razli¢itih vrsta
re¢nih i morskih riba i najznacajnijih biljnih izvora n-3 PMK (laneno seme, soja, orasi,
kostunjavo voce). U anketi su bile ponudene opcije o ucestalosti konzumiranja navedenih
namirnica - ispitanici su navodili ucestalost na dnevnom, nedeljnom ili mese¢nom nivou
markiranjem mesta u odgovarajucoj koloni. Bile su ponudene 1 veliine porcija radi $to
tacnije procene unosa n-3 PMK iz navedenih izvora. Anketa je sprovedena pre pocetka
eksperimenta, gde je jedan od kriterijuma za iskljuCenje ispitanika bio konzumiranje vise

od jedne porcije ribe nedeljno.

3.3.11 3-dnevni dnevnik ishrane (Menu records)

Odabrani ispitanici su popunili anketu o unosu hrane koja je podrazumevala da zapiSu
vrstu konzumirane hrane za svaki obrok za unapred odredena 3 dana sa aproksimativhom
kvantifikacijom porcije. Ovaj oblik zapisa se inace koristi kada ispitanik nije u moguénosti
da meri svaki obrok i na taj nacin da kvantifikuje porciju. Takode, ovaj tip zapisa
zadovoljava potrebe israzivaca kada je nacin ishrane prilicno ustaljen i kada ishrana nije
previse raznovrsna. 3-dnevni dnevnik ishrane je raden da bi se procenio aproksimativni
unos makronutijenata (lipida, ugljenih hidata i proteina) i radi preraCunavanja ukupnog
energetskog unosa. Anketa je sprovedena u dva perioda, na pocetku studije i posle washout

perioda.
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3.3.12 Statisticka analiza

Rezultati su procenjivani primenom meSovitog modela analize varijansi (mixed model
ANOVA). Varijable su testirane na normalnost distribucije. Odredeni broj parametara nije
imao normalnu distribuciju, pa su neparametarski testovi koriS¢eni u statisti¢koj analizi,
nakon §to su razultati iskoseni (Mann-Whitney tests, Spearman correlation). Varijable koje
su imale normalnu distribuciju su prikazivane kao srednje vrednosti i standardne devijacije,
a varijable koje nisu imale normalnu distribuciju kao medijane i 10th i 90th percentili ili
medijane sa interkvartilnim opsegom. Za odredivanje razlike izmedu intervencije lososom
1 kapsulama ribljeg ulja statisticki model je dopunjen fiksnim (tretman/period) i random
efektima (ispitanici/vizite). Srednja vrednost najmanjih kvadrata i intervali poverenja su
racunati za odredivanje razlike izmedu lososa-NO, kapsula-NO, lososa-N8 i kapsula-N8,
kao i za ukupnu razliku izmedu intervencija (losos N8 — losos NO) — (kapsule N8 — kapsule
NO). Statisticka zna€ajnost je uzeta u obzir kada je nivo znacajnosti P bio manji ili jednak
0,05 (P < 0,05). Statisticka obrada podataka je uradena u programu PASW (SPSS) verzija
18 (Chicago, IL, USA).
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4 REZULTATI I DISKUSIJA

Srbija se nalazi u grupi zemalja sa kardiovaskularnim rizikom koji je visi od prose¢nog za
zemlje evropskog regiona (63). Nacin zivota i ishrane su prepoznati kao faktori rizika za
pojavu KVB, zato je pored farmakoloskih mera velika paznja nauke i struke okrenuta ka
pronalazenju i usavrSavanju nefarmakoloskih nac¢ina koji bi se mogli koristiti u prevenciji i
terapiji ovih bolesti. U te nefarmakoloske mere, koje bi se mogle svrstati i u domen
samomedikacije, spada koriS¢enje n-3 masnih kiselina, kako u prevenciji, tako i u
sekundarnoj prevenciji i terapiji KVB.

Za n-3 masne kiseline, a pre svega za dugolancane n-3 MK, postoji ogroman broj
prikupljenih podataka da deluju u okviru svojih fizioloskih uloga, preko vise razlicitih
mehanizama, povoljno na razlicite faktore rizika od KVB. U brojnim studijama
sprovedenim od 1960.-tih godina proslog veka dijetarni unos dugolanc¢anih n-3 PMK
pokazao je povoljne efekte na modulaciju Celijske fluidnosti, funkciju membranskih
proteina, aktivaciju transkriptornih faktora, profil lipida seruma, markere inflamacije kao i
na vaskularnu reaktivnost i funkciju trombocita (115-120). Takode je pokazana
modifikacija profila masnih kiselina nakon unosa n-3 PMK u lipidima plazme,
trombocitima, eritrocitima, leukocitima, sréanom tkivu kao i u mnogim drugim ¢elijama 1
tkivima (3). Uloga dugolancanih n-3 MK, pre svega EPA i DHA, smatra se veoma
zna¢ajnom u odrzavanju homeostaze brojnih fizioloskih procesa, tako da je pre deset
godina uveden u praksu novi dodatni biomarker rizika za KVB koji se zasniva upravo na
zasi¢enosti organizma ovim masnim kiselinama. Posto je jo§ od devedestih godina nizak
nivo n-3 PMK u tkivima bio povezivan sa povecanim rizikom za razvoj kardiovaskularnih
dogadaja, prvo su odredene pozeljne ciljne vrednosti za sadrzaj EPA+DHA u fosfolipidima
seruma/plazme koje su vece od 4,6% (121), a 2004. godine su Harris i Schacky definisali
omega-3 indeks (zbir EPA i DHA u eritrocitima) kao novi faktor rizika za razvoj
kardiovaskularnih bolesti (88). U zavisnosti od vrednosti omega-3 indeksa Harris i
Schacky su podelili rizik na visok (<4%), umeren (4-8%) i nizak (>8%). Vrednosti iznad
8% su povezane sa visokim kardioprotektivnim efektom. Omega-3 indeks se takode od
skoro koristi i za li¢nu procenu rizika (122, 123), koris¢enjem test traka za jednostavnu
analizu ovog biomarkera iz krvi u kué¢nim uslovima (124).

Na osnovu utvrdenog inverznog odnosa izmedu konzumiranja n-3 PMK i smanjenog
kardiovaskularnog rizika, dijetarne preporuke su wutvrdene na nacionalnom i

internacionalnom nivou za unos n-3 masnih kiselina i zasebno za unos dugolan¢anih n-3
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masnih Kiselina (15-18). EFSA je 2012. godine utvrdila dijetarne preporuke za unos 250-
500 mg/dan EPA+DHA na osnovu kardiovaskularnog rizika za odrasle osobe u Evropi
(125). U cilju sekundarne pevencije za razvoj sréanih bolesti AHA preporucuje 1 g
EPA+DHA/dan (126). Takode, AHA preporucuje suplemente sa ribljim uljem kao
alternativu uljanim ribama. Ove preporuke su donete pre svega zbog Cinjenice da je unos
n-3 MK, posebno dugolan¢anih n-3 MK u opstoj populaciji ve¢ine zemalja ispod Zeljenih
vrednosti. lako unos dugolanc¢anih n-3 PMK u jednoj populaciji moze znacajno da varira u
zavisnosti od dijetarnih navika, godina, pola, generalno je prose¢an unos znacajno nizi od
preporuéenih vrednosti. Bauch i saradnici (127) su pokazali koriste¢i podatke iz Nemacke
ankete o ishrani iz 1994. godine, da je u Nemackoj populaciji unos EPA+DHA 141 mg/dan
za zene i 186 mg/dan za muskarce. U EPIC-Norfolk cohort srednji unos EPA je bio 90-110
mg/dan i DHA 130-160 mg/dan (128), dok je dnevni uobicajeni unos EPA+DHA u
holandskoj populaciji srednjih godina bio u proseku 89 mg/dan (129). Za opstu populaciju
u Srbiji jo$ uvek nema publikovanih podataka o unosu EPA, DHA i ukupnih n-3 MK, ali je
poznato da je unos ribe nizak - 48,7% populacije uzima manje od jedne porcije ribe
nedeljno (130, 131), a nasa prethodna studija iz 2007. godine pokazala je da je status n-3
PMK u prosecnoj zdravoj populaciji srednjih godina bio nizak, Sto potvrduje neadekvatan
unos svih dijetarnih izvora ovih masnih kiselina. Za razliku od niskog unosa ribe, upotreba
suplemenata sa ribljim uljem je u porastu, $to je u skladu sa globalnim trendovima. Dok su
do pre dvadeset godina ribe bili jedini raspolozivi dijetarni izvor dugolanc¢anih n-3 MK u
ishrani, danas veliki broj ljudi koristi dodatne izvore ovih bioloski aktivnih jedinjenja u
obliku dijetetskih suplemenata. Vise istraZivanja trzi$ta je pokazalo da su suplementi sa
ribljim uljem na drugom mestu po popularnosti medu potroSacima, posle vitaminsko-
mineralnih proizvoda (132, 133). Trenutno, na trzistu Srbije ima vise od 40 razli¢itih
preparata na bazi ribljeg ulja, sa daljom tendencijom rasta. Jedan od razloga njihove
popularnosti je popularizovana i marketinSki iskoriS¢ena uloga ribljeg ulja u promociji
zdravlja, ali i sve vece prisustvo kontaminanata u ribama za koje postoje dokazi o
potencijalno Stetnom delovanju (neorganski i organohlorni kontaminanati) (134).

Nasa prose¢na populacija ima jedan ili viSe faktora kardiovaskularnog rizika (130, 135) i
KVB su jos$ uvek jedan od naj¢es¢ih uzroka smrtnih ishoda u Srbiji (136). Ove ¢injenice
ukazuju na potrebu da kod prose¢ne populacije u Srbiji postoji prostor za poboljsanje
dijetarnih navika u smislu povecanja unosa ribe kao izvora EPA i DHA ili uvodenja

suplemenata u regularni rezim ishrane.
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Efekti unosa n-3 PMK na kardiovaskularne ishode opisani su u brojnim randomizovanim i
kontrolisanim studijama gde su se doze kretale u opsegu od 0,3-6 g/dan iz razli¢itih
dijetarnih izvora, koji nisu uvek bili dobro definisani (137). I pored utvrdenih trendova,
dobijeni rezultati su Cesto nekonzistentni, pogotovo kada se radi o intervencijama na
zdravoj populaciji. Zato se i dalje vrSe nova istrazivanja ¢iji je zadatak da daju doprinos
boljem razumevanju efekata n-3 masnih kiselina u zdravlju i bolesti u razli¢itim
populacijama.
EFSA je procenila bezbednost unosa n-3 PMK na osnovu ¢ega je odobrila nekoliko
zdravstvenih izjava koje se odnose na benefit ovih masnih kiselina. EFSA NDA Panel je,
izmedu ostalog, odobrio izjave da unos EPA i DHA od 2-4 g/dan doprinosi odrzanju
stabilnog krvnog pritiska i snizenju nivoa triglicerida, i da je unos od 250 mg/dan dovoljan
za odrzavanje zdravlja kardiovaskularnog sistema kod zdrave odrasle populacije i dece
(102). Na osnovu podataka 0 unosu n-3 masnih kiselina u razli¢itim zemljama, ¢injenica je
da se koli¢ine koje se pominju u zdravstvenim izjavama ne postizu uobi¢ajenim ishranom i
postavlja se pitanje da li se uopste mogu posti¢i uobi¢ajenom ishranom koja prati principe
pravilne ishrane. U poslednje vreme puno paznje se takode posvecuje mogucoj razlici u
bioiskoristljivosti i efikasnosti n-3 MK iz doziranih oblika, obzirom da se razli¢ite
hemijske forme, razli€iti tehnoloski sistemi i razli¢iti masnokiselinski profili mogu naci u
suplementima, §to se u ranijim studijama nije uzimalo u obzir i §to sve moZe biti razlog
nekonzistentnosti rezultata koji se nalaze u literaturi.
Bez obzira na dosadasnje rezultate razlicitih klinickih studija o efektima n-3 PMK iz ribe
ili suplemenata sa ribljim uljem, ocigledno je da postoji potreba za dobro kontrolisanim
studijama koje bi se izvele na specifi¢nim populacijama sa specifi¢cnim klinickim ciljevima
i sa dobro definisanim dijetarnim izvorima n-3 masnih kiselina.
Ideja ovog rada je bila da se doprinese rasvetljavanju pitanja efekata nutritivno relevantnih
koli¢ina n-3 masnih kiselina dugog lanca koje odgovaraju uobicajenim dijetarnim
preporukama, na faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti u prosecnoj srpskoj
populaciji srednjih godina koju uobi¢ajeno prate dislipidemija i prekomerna telesna masa
(131). Kao sekundarni cilj ove studije odabrano je ispitivanje razlika u delovanju razli¢itih
dijetarnih izvora dugolancanih n-3 masnih kiselina: lososa i suplementa. Losos je odabran
nakon analize sastava i sadrzaja EPA i DHA u nekoliko vrsta re¢ne i morske ribe dostupne
potrosa¢ima Srbije kao jedan od najboljih dijetarnih izvora EPA i DHA, a dijetetski
suplement kori§¢en u studiji je takode odabran nakon detaljne analize preparata na trzistu
Srbije.
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4.1 Ispitivanje dijetarnih izvora dugolan¢anih n-3 masnih kiselina

U cilju procene koli¢ina n-3 MK koje se mogu uneti uobi¢ajenom ishranom i
preporucenim nac¢inom koriS¢enja suplemenata izvrSena je analiza sastava i sadrzaja n-3

MK u svezoj morskoj i recnoj ribi, kao i u suplementima dostupnim na trzistu Srbije.

4.1.1 Sastav lipida i masnih kiselina u analiziranim uzorcima ribe

Ribe i morski polodovi predstavljaju najvazniji izvor dugolanc¢anih n-3 PMK u ishrani
opSte populacije. Literaturni podaci ukazuju da sadrzaj ovih masnih kiselina moze
znacajno da varira zavisno od vrste ribe, njihove ishrane, temperature vode u kojoj zive
kao 1 od godiSnjeg doba. U ovom radu je procena lipida i sastava masnih ksielina uradena u
vrstama recne 1 morske ribe koje se najces¢e koriste u svakodnevnoj ishrani - od re¢nih

riba to su bili Saran, som, smud i deverika, a od morskih skusa, sardina, tuna, osli¢ i losos.

4.1.1.1 Ukupni lipidi

U uzorcima re¢ne i morske ribe vr$eno je odredivanje sadrzaja ukupnih lipida (tabela 8).

Tabela 8. Sadrzaj ukupnih lipida (g/100 g jestivog dela ribe) u ispitivanim uzorcima

Vrsta ribe Sadrzaj lipida (%)
Recna riba
Saran (Cyprinus carpio) 3,6+1,7
Som (Siluris glanis) 0,65+0,27
Smud (Sander lucioperca) 1,4+0,5
Deverika (Abramis brama) 3,4+2.4
Morska riba
Skusa (Scomber scombrus) 13,9+0,6
Sardina (Sardina pilchardus) 11,4+9,1
Tuna (Thunnus thynnus) 1,2+0,2
Osli¢ (Merluccius merluccius) 1,6£1,1
Losos (Salmo salar) 10,3+2,8

Od rec¢nih riba najveéi prosecan sadrzaj ukupnih lipida imali su uzorci Sarana 3,6 g/100 g, a
najmanji uzorci soma 0,65 g/100 g. Kod uzroraka deverike uocena su najveca variranja

sadrzaja ukupnih lipida medu pojedina¢nim uzorcima.

46



Najveci prosecan sadrzaj ukupnih lipida medu morskim ribama naden je u skusi, sardini 1
lososu a najmanji u tuni i oslicu. Kod uzoraka sardine uocena su najveca odstupanja
sadrzaja ukupnih lipida od izracunate srednje vrednosti.

Prime¢eno je da su sve vrste reCne ribe imale slican sadrzaj lipida 1 da su dobijene
vrednosti veoma niske u odnosu na odredene vrste morske ribe, mada se generalno pravilo
da morske ribe imaju vise lipida ne moZe postaviti zbog primera osli¢a i tune koje su imale
manje lipida od svih ispitanih re¢nih riba.

Literaturni podaci o lipidnom statusu recnih riba su u saglasnosti sa nasim vrednostima
(138-146), jedino su rezultati za lipide deverike bili neSto vec¢i u odnosu na prethodne
studije (145, 146). Kada su u pitanju morske ribe, veca odstupanja srednjih vrednosti
pokazana su kod uzoraka sardine i skuse (138, 147), dok su ostale vrste imale vrednosti za
lipide sli¢ne onima koji se mogu nacdi u literaturi (147-150). Sadrzaj lipida i sastav masnih
kiselina riba veoma varira izmedu 1 unutar vrsta, na Sta utice viSe faktora kao $to su vrsta
ribe, genetske osobine, starost, reproduktivni status, veli¢ina ribe, ali i faktori okoline, kao

Sto su staniSte, temperatura, salinitet, koliCina 1 vrsta dostupne hrane.

4.1.1.2 Masne kiseline

Analizom sastava masnih kiselina u ekstrahovanim lipidima dobijeni rezultati izraZeni su u
procentima ukupnih masnih kiselina i u gramima na 100 g jestive ribe. PreraCunavanje
sadrzaja masnih kiselina u ispitivanim uzorcima u g/100 g jestive ribe vrSeno je
koriS¢enjem podataka dobijenih odredivanjem sadrzaja ukupnih lipida u uzorcima, masa
uzoraka koje su koriS¢ene za analizu sastava masnih kiselina u ekstrahovanim lipidima 1

rezultata koji su dobijeni analizom lipidnog profila uzoraka.

U tabelama 9 i 10 prikazane su srednje vrednosti sadrzaja masnih kiselina izrazenih u

procentima u odnosu na ukupne masne Kiseline za sve vrste ispitivanih uzoraka.
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Tabela 9. Sadrzaj masnih kiselina izrazen u % u odnosu na ukupne masne kiseline

(recne ribe)

MK Deverika Som Saran Smud
14:0 1,2+0,34 1+0,41 0,7+0,27 1+0,13
16:0 19,6+ 1,12 16,6 + 0,94 16 + 1,37 19.7+3.5
16:1 4,6 0,85 5,2+3,03 3,6 +1,38 4,8 +1,48
18:0 4,6 +1,04 5,1 +0,29 510,64 47+ 1,15
18:1 n-9 16,9+ 3,5 12,6 £5,72 18 £ 6,24 10,6 + 3,03
18:1 n-7 3,4+0,83 49+1,12 2,6 1,02 3+0,25
18:2 n-6 2,6+0,76 2.5+121 14,9 + 7,92 1.8+0.81
18:3n-3 1+£0,36 1,2+ 0,46 1,6 £0,63 1,3 +0,62
20:4 n-6 7,1+1,4 9,1+2,82 7,7+3,25 7,5+1,44
20:5n-3 10,3 +1,62 8,8+2)5 4,1 +£2,46 10,3+ 1,98
22:5n-3 3,5+1,35 4,7+1,18 2,3+1,38 4,1+1,57
22:6 n-3 16,7 £ 3,06 19,5+ 7,19 12,9 +4,71 23,4+ 3,35

Tabela 10. Sadrzaj masnih kiselina izrazen u % u odnosu na ukupne masne kiseline

(morske ribe)

MK Osli¢ Sardina Skusa Losos Tuna
14:0 1,4+0,43 43+3,12 3,9+0,89 1,9+0,14 0,4+0,14
16:0 21,3+4,37 21,5+£2,53 14,5+1,31 14,8+1,58 17,6+1,09
16:1 2,6£0,51 5,6+4,44 2,3+0,85 1,9+0,19 1+0,20
18:0 4,9+0,72 4,1+0,77 3,3+0,80 3,3+0,24 7,7+0,45
18:1, n-9 10,4+1,36 2,8+1,79 7,6+3,00 22,14£3,46 10,6+1,58
18:1, n-7 2,4+0,17 3,6£2,71 1,4+0,98 3,9+0,13 1,6£0,25
18:2, n-6 1,2+0,27 1,1+0,31 2,1+0,13 8,2+1,08 1,1+0,65
18:3, n-3 1,4+0,62 1,2+1,62 7+1,20 2,7+0,82 0,3+0,10
20:4, n-6 1,9+0,41 3,5+1,34 12+0,93 2,1+£0,25 6,9+0,87
20:5, n-3 8,2+1,18 14,7+5,57 | 9,7+0,72 6,5+1,27 3,240,35
22:5,n-3 0,9+0,30 1,5+0,30 1,3+0,20 2,5+0,11 1,2+0,32
22:6, n-3 36,8+4,33 27+14,5 21,9£7,05 | 21,6+3,66 33,3+2,80

Od zasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina (ZMK i MMK) u uzorcima recne i

morske ribe najzastupljenije su bile palmitinska (16:0) i oleinska kiselina (18:1n-9).
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Palmitinska kiselina je bila najviSe zastupljena u uzorcima Sarana (16%) i U uzorcima
sardine (21,5%), a oleinska u uzorcima lososa (22,1%) i1 uzorcima Sarana (18%).
Esencijalna linolna kiselina (18:2 n-6) je u najve¢em procentu nadena u uzorcima $arana i
lososa (14,9 i 8,2 %, redom), dok je sadrzaj arahidonske kiseline (20:4n-6) bio najveéi u
uzorcima skuSe (12%). EPA 1 DHA su bile najzastupljenije polinezasi¢ene masne kiseline 1
njihov udeo se kretao od svega 3,2% u uzorcima tune do 14,7% u uzorcima sardine za EPA
i od 12,9% u uzorcima Sarana do 36,8% u uzorcima oslica za DHA. Interesantno je da je
skusa jedina imala ALA znacajnije zastupljenu (7%). InaCe, ova masna kiselina je
karakteristi¢na za biljne izvore 1 retko se nalazi u ve¢im koli¢inama u namirnicama
zivotinjskog porekla.

Prera¢unavanjem sadrzaja masnih kiselina na 100 g jestive ribe, dobijene su vrednosti koje
su u funkciji odredenog sastava masnih kiselina, ali 1 sadrzaja lipida u mesu sveze ribe.
Rezultati koji su prikazani u tabelama 11 i 12 odnose se na ukupan sadrzaj zasicenih,
mononezasi¢enih, polinezasi¢enih n-6 i n-3 masnih kiselina, kao i na sadrzaj najvaznijih

dugolancanih n-3 MK.

Tabela 11. Sadrzaj masnih kiselina u g/100 g jestive re¢ne ribe

MK Deverika Som Saran Smud
ZMK 0,86 = 0,39 0,15 £ 0,05 0,78 £ 0,61 0,36 = 0,07
MMK 0,85+0,29 0,14+0,14 0,87 +£0,59 0,26 + 0,08
PMK 1,4+0,56 0,29 + 0,09 1,57+ 1,11 0,68 + 0,20

n-3 MK 1,07+ 0,41 0,22 £0,08 0,75+ 0,50 0,55+0,17
n-6 MK 033+0,16 0,07 £ 0,01 0.81 = 0,63 0,13+ 0,04

EPA 035+0,18 0,06 = 0,03 0.15+0,11 0,14 + 0,06

DHA 0,57 +0,18 0,13+ 0,06 0,46 £ 0,33 0,33 +£0,08

Tabela 12. Sadrzaj masnih kiselina u g/100 g jestive morske ribe

MK Oslié Sardina SkuSa Losos Tuna
ZMK 0,49 £ 0,40 3,56+ 2,86 3,64+0,70 1,28+0,73 | 0,26 £0,10
MMK 0,17 +0,05 1,52 +£2,26 1,50+ 0,67 2,76 £0,69 | 0,20+0,03
PMK 081 £0,4]1 | 503+335 | 634+235 | 455+1.47 | 0,55+0,08
n-3 MK 0,73 +£0,39 4,54 +292 4,59 +2.05 3,49+ 1,30 | 0,46 +0,08
n-6 MK 0,08 = 0,05 0,49 £ 0,41 1,64 + 0,54 1,06 £0,22 | 0,09+ 0,01
EPA 0,12+ 0,06 2,01 +£2,00 1,11 +£0,32 0,69+0,31 | 0,04 +0,01
DHA 0,57 + 0,30 2,21 +0,87 2,64+ 1,40 2,27+0,92 | 0,40+ 0,07
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Prosecno najveci sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih kiselina imali su uzorci skusSe (3,64
g/100 g), a najmanji sadrzaj je naden u uzorcima soma (0,15 g/100 g). Prose¢na vrednost
sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina bila je visoka i u uzorcima sardine, ali je njihova
koli¢ina u pojedinim uzorcima znacajno varirala. Srednja vrednost ukupnog sadrzaja
mononezasi¢enih masnih kiselina kretala se u intervalu od 0,14 g/100 g do 2,76 g/100 g.
Najveci sadrzaj je naden u uzorcima lososa, neSto manji u uzorcima sardine i skuSe, a
najmanji u uzorcima osli¢a i soma. Uzorci soma su imali prose¢no najmanji sadrzaj
ukupnih polinezasi¢enih masnih kiselina (0,29 g/100 g), a uzorci skuse najveci (6,34 g/100
g). Najvece vrednosti sadrzaja n-3 masnih kiselina imali su uzorci skuse i sardine (4,59
g/100 g i4,54 g/100 g), pri ¢emu je uoceno znacajno variranje sadrzaja n-3 masnih kiselina
u pojedina¢nim uzorcima u obe vrste ribe. Najveci sadrzaj n-6 masnih kiselina imali su
uzorci skuse (1,64 g/100 g). Najmanje proseéne vrednosti sadrzaja n-3 i n-6 masnih
kiselina uoc¢ene su u uzorcima tune i oslica od morskih riba kao 1 u svim vrstama re¢ne
ribe.

Najveci prosecni sadrzaj EPA naden je u uzorcima sardine (2 g/100 g), pri ¢emu je u
pojedinacnim uzorcima ove ribe bilo i izuzetno veliko variranje sadrzaja EPA. Sardina,
skusSa 1 losos imali su sli¢an 1 visok sadrzaj DHA, zatim osli¢ 1 tuna, Saran i deverika. Tuna
1 osli¢ su imali veoma mali sadrZzaj ove masne kiseline. U svim uzorcima ribe DHA je bila
prisutna u vecoj koli¢ini u odnosu na EPA. Raspon odnosa DHA/EPA se kretao od 1,1 za
uzorke sardine do 10 za uzorke tune, $to ukazuje da koli¢ina DHA u prirodnim uzorcima
viSestruko nadmasuje koli¢inu EPA (slike 9 i 10). Odnos DHA/EPA za re¢ne ribe i veéinu
morskih riba se slaze sa literaturnim podacima (138-151). Rezultati za sastav i sadrzaj
masnih kiselina u skus$i i tuni dobijeni u prethodnim studijama su nekonzistentni i krecu se
Sirokom rasponu vrednosti (139, 147), a nase vrednosti su u skladu sa tim literaturnim

podacima.
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Slika 10. Odnos DHA/EPA u ispitivanim uzorcima morske ribe
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Na slikama 11 i 12 prikazani su odnosi zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina u

analiziranim uzorcima ribe

i PMK
H MMK
HZMK

deverika som saran st

Slika 11. Prose¢na zastupljenost zasi¢enih i nezasi¢enih (MMK i PMK) masnih
kiselina u lipidima uzoraka recne ribe

M PMK
H MMK
HZMK

tuna

oslic sardina sknsa

Slika 12. Prose¢na zastupljenost zasic¢enih i nezasi¢enih (MMK i PMK) masnih
kiselina u lipidima uzoraka morske ribe

U svim vrstama re¢ne ribe odnos je bio sli¢an i iznosio je oko 75% za nezasicene 1 25% za
ZMK. Sli¢ni odnosi su dobijeni 1 kod morskih riba, posebno je ujednacen bio sadrzaj

PMK, samo je losos imao nesto niZi procentualni udeo ZMK (15%) na racun neSto veceg

udela MMK (32%) od svih ispitivanih vrsta ribe.
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Odnos srednjih vrednosti sadrzaja n-3 i n-6 masnih kiselina prikazan je na slikama 13 i 14.

M n-3
M n-6

deverika som saran snmd

Slika 13. Odnos srednjih vrednosti ukupnog sadrzaja n-3 i n-6 masnih kiselina
(9/100g jestive ribe) u uzorcima re¢ne ribe

4,5 -

3.5 +

2,5 - En-3

b n-6
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0,5 -

1
I 1

oshe sarcina sknsa losos tina

Slika 14. Odnos srednjih vrednosti ukupnog sadrzaja n-3 i n-6 masnih Kkiselina
(9/100g jestive ribe) u uzorcima morske ribe

Jedino je u uzorcima Sarana odnos n-3/n-6 bio manji od 1, dok je u svim ostalim uzorcima
ribe sadrzaj n-3 masnih kiselina bio viSestruko ve¢i od masnih kiselina n-6 serije. Sardina
je imala najve¢i odnos ovih masnih kiselina od 9,2.

Visoki nivoi ukupnih n-3 masnih kiselina, EPA i DHA, pronadeni su kod svih morskih i

recnih vrsta ribe, §to se slaze sa literaturnim podacima (138-151). Sadrzaj je, prema
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oc¢ekivanjima bio ve¢i kod morskih vrsta, ali je pokazano i da su slatkovodne vrste dobar
izvor n-3 masnih kiselina (138-150). Rec¢ne ribe koje su analizirane u razli¢itim studijama
su uglavnom poreklom iz jezera i ribnjaka u Turskoj i Poljskoj, dok su analizirane morske
ribe bile iz razli¢itih geografskih podrué¢ja. Tako je Ozogul sa saradnicima (139) objavio
podatke o lipidnom profilu skuSe poreklom iz istocnog dela Atlantika ukljucujuci
Sredozemno i Crno more, dok je Liyanage sa saradnicima (149) objavio rezultate analiza
tune poreklom iz Sri Lanke. Testi sa saradnicima (150) je objavio rad o sastavu masnih
kiselina osli¢a poreklom iz Italije, a rezultate za sardinu objavio je grcki autor Zlatanos sa
saradnicima (151). Sadrzaj n-3 masnih kiselina se uvek mora posmatrati u odnosu na
sadrzaj lipida ribe, jer je ovaj parametar u boljoj korelaciji sa sadrzajem n-3 MK u odnosu
na procentualni udeo n-3 MK u ukupnim masnim kiselinama i u odnosu na poreklo ribe
(re¢ne, morske, gajene). Ova Cinjenica opravdava dijetarnu preporuku o pozeljnom unosu
masnije ribe u ishrani, jer jedino masnija riba moze obezbediti znacajniju koli¢inu EPA 1
DHA. Medu rezultatima analiza unutar jedne vrste uocene su znacajne varijacije u sadrzaju
pojedinih klasa masnih kiselina, $to potvrduje da veliki broj faktora uti¢e na sadrzaj lipida 1
masnokiselinski profil riba, i da on moze visestruko da varira Sto oteZzava procenu kvaliteta
mesa ribe kao dijetarnih izvora n-3 masnih kiselina i procenu unosa EPA i DHA u opstoj
populaciji, a takode otezava davanje dijetarnih preporuka.

Na osnovu dobijenih rezultata analiziranih uzoraka ribe u nasoj studiji, u tabeli 13 je
prikazana koli¢ina potrebnog nedeljnog unosa recne ili morske ribe (u gramima ili u
porcijama) koja bi bila dovoljna da se postignu vrednosti preporuka za unos EPA i DHA u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovsakularnin bolesti. Kao srednja vrednost
preporuke EFSA za primarnu prevenciju uzeta je vrednost od 400 mg/dan EPA+DHA
(preporuceni raspon je 250-500 mg/dan), dok AHA preporucuje 1 g/dan EPA+DHA za
sekundarnu prevenciju. Odabrana porcija je bila slicna srednjoj porciji masne ribe

definisane od strane UK Scientific Advisory Committee on Nutrition koja iznosi ~150 g.
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Tabela 13. Nedeljni unos ribe u gramima ili porcijama potreban za postizanje
dijetarnih preporuka

Vrsta ribe 400 mg EPA+DHA/dan (EFSA) 1 g EPA+DHA/dan (AHA)
deverika 300 (~2) 760 (~5)
som 1570 (~10) 3680 (~24)
Saran 459 (~3) 1150 (~8)
smud 600 (~4) 1490 (~10)
osli¢ 410 (~2,5) 1010 (~7)
sardina* 67 (~0,5) 166 (~1)
skusa* 75 (~0,5) 187 (~1)
losos* 95 (~0,5) 236 (~2)
tuna 636 (~4) 1590 (~11)

* ribe sa visokim sadrzajem lipida

Moze se izvuéi generalni zakljuak da su masnije ribe znacajno bogatiji izvori n-3 MK

¢ime se potvrduje znacaj dijetarnih preporuka o unosu vrsta sa visokim sadrzajem lipida.

4.1.2 Evaluacija trzista dijetetskih suplemenata sa ribljim uljem u Srbiji

Anketom sprovedenom u jedanaest apoteka utvrdeno je prisustvo 42 dijetetska suplementa

sa uljem riba na trzi$tu Srbije. Bioloski aktivne komponente ribljeg ulja su EPA i DHA.

Vecina preparata na trziStu je sadrzala kombinaciju ovih jedinjenja Cija je pojedinacna

koli¢ina ili procentualna zastupljenosti bila navedena u deklaracijama. Zbog razlika u

sastavu 1 delovanju u zavisnosti od odnosa EPA i DHA u preparatima, bilo je znacajno

napraviti pregled dijetetskih suplemenata prisutnih na trzistu. U tabeli 14 dat je spisak

suplemenata i njihov sastav.
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Tabela 14. Pregled dijetetskih suplemenata na trzistu Srbije

Naziv proizvoda

Proizvodad, zemlja
porekla

Sastav

Omega 3 Natal

Natural Wealth, SAD

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 400 mg (DHA -
100 mg)

Omega 3 Junior

Natural Wealth, SAD

1 kapsula sadrzi: riblje ulja - 400 mg (DHA - 100
mg)

Omega 3 Neuro

Natural Wealth, SAD

1 kapsula sadrzi: riblje ulje - 1000 mg (EPA - 90
mg DHA - 110 mg) i ostale » - 3 MK - 200 mg

Omega 3 Cardio

Natural Wealth, SAD

1 kapsula sadrzi: riblje ulje- 1000 mg, (EPA -
300 mg, DHA - 200 mg i 100 mg ostale ® - 3
MK)

Omega 3-6-9

Natural Wealth, SAD

1 kapsula sadrzi: vitamin E - 3, 35 mg, ulje
semena lana - 400 mg, ulje semena boraca - 400
mg, -3 - 420 mg MK: (EPA - 120 mg, DHA -
80 mg, ALA - 220 mg), ®-6 - 268 mg: (Linolna
180 mg, y- linolenska 120 mg)

Riblje ulje omega - 3

Amerovit, Srbija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg (EPA -
180 mg i DHA - 120 mg), vitamin E- 21U

Omega - 3 Max

Pharmanova, Srbija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg sa
najmanje 30% -3 masnih kiselina EPA 18%
(180 mg), DHA 12% (120 mg);

vitamin E - 10 mg

Qmega 32

Supplement, SAD

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg (EPA -
180 mg i DHA - 120 mg)

Omegaktiv

ESI, Italija

1 kapsula sadrzi: laneno ulje - 800 mg, ulje
nocurka - 90 mg, maslinovo ulje - 60 mg, ulje

rize - 30 mg, ulje vucijeg trna - 10 mg

Norwegian

Twinlab, SAD

1 kapsula sadrzi: ulje jetre bakalara - 830 mg
(EPA - 68 mg, DHA - 64 mg), vitamin A - 2 500
IU, vitamin D - 270 1U
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Omega 3

Alkaloid, Skoplje

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 500 mg ( EPA +
DHA =275 mg)

Omega Defend

Wyeth Lederle, Italija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 843 mg (EPA -
235 mg i DHA - 192 mg)

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg (EPA -

Omega3 - Lifeline® Blagoleks, BIH )
180 mg i DHA - 120 mg)
o ) 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 300 mg (sa 18%
Riblje perlice - ) o o
Blagoleks, BIH EPA i 12% DHA), vitamin A - 1 333 1U, vitamin
Lifeline®
D-280I1U
) 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 335 mg (DHA i
Normolip+omega - ) -
ESI, Italija EPA = 120 mg), ulje boraga 166 mg, vitamin E -
3+omega 6
2,6 mg
Vega®Marine 1 kapsula sadrzi: 1000 mg ulje plave morske ribe

Omega-3 Fish oil

(sa 18% EPA i 12% DHA), vitamin E - 5 mg

Norvesko ulje

bakalara

Natural Wealth
MBTY Bohemia, SAD

1 kapsula sadrzi: EPA - 34 mg, DHA - 32 mg,
vitamin A -1 250 IU i vitamin D - 135 IU

Cardioace®

Vitabiotics, UK

1 kapsula sadrzi: 400 mg -3 MK, 30% EPA,
20%DHA, beli luk, vitamin B6, vitamin B12,
vitamin E i C, cink, selen, mangan, bakar, hrom,

lecitin

Nutricel omega-3

Pharmanova, Srbija

1 kapsula sadrzi: 500 mg precisS¢enog ribljeg ulja
sa najmanje 30% ®-3 MK (EPA - 18% -90 mg i
DHA - 12% - 60 mg), vitamin E - 10 mg

Cognatal

Pharmanova, Srbija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 500 mg (EPA - 30
mg i DHA - 215 mg)

Omega-3 sa
ekstraktima

valerijane i srdacice

Vetprom
hemikalije,Srbija

1 kapsula sadrzi: ulje riba severnih mora -
79,8%;ekstrakt valerijane - 2,1%, ekstrakt

srdacice - 2,1%

Omega-3 sa uljima
kamilice, kantariona

i nevena

Vetprom hemikalije,

Srbija

1 kapsula sadrzi: ulje riba severnih mora - 67%;

ulje kamilice - 5,8%; ulje nevena - 4,6%
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Vitalia Mega
Omega-3

Jadran Galenski

Laboratorij, Hrvatska

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg (EPA -
330 mg i DHA - 220 mg); vitamin E - 10 mg

Protektin

Actavis,Srbija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 100 mg sa
najmanje 30% EPA i DHA, vitamin C - 160 mg,
vitamin E - 50 mg, kvasac sa selenom - 50 mg,

ulje boraca - 50 mg i beta karoten - 250 mg

Maculin plus

Fidifarm, Hrvatska

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 400 mg (EPA - 24
mg i DHA - 172 mg), vitamin C - 60 mg, lutein -
10 mg, vitamin E - 10 mg, cink - 10 mg,

zeaksantin - 2 mg

Omega-3

Dietpharm, Hrvatska

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg; 18%
EPA (180 mg) i 12% DHA (120 mg)

Ecomer plus omega

Beopanax, Svedska

1 kapsula sadrzi: alkilglicerol 100 mg, EPA - 150

3 mg, DHA - 100 mg i ostale omega - 3 MK 50 mg
Swiss Beauti, 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 500 mg (»-3 MK -
Omega - 3 plus . -
Svajcarska 175 mg), vitamin E - 2,5 mg

Vital Health Foods,

Zdravo srce Juznoafricka 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 445 mg
Republika
1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 335 mg (EPA +
Normolip ESI, Italija DHA = 120 mg), ulje boraga -166 mg i vitamin E
-2,3mg
Jamieson 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg (od ¢ega

Jamieson Salmon oil

Laboratories, Kanada

EPA - 180 mg i DHA - 120 mg)

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 500 mg, EPA - 165

Cardio K2 Pharmanova, Srbija o o
mg, DHA - 110 mg, vitamin K2 i vitamin E
1 kapsula sadrzi: ©-3: ALA - 220 mg, EPA - 120
Richlife Triple ) _ mg, DHA - 80 mg, ®-6: Linolna kiselina 180 mg,
MP Biomedical, SAD
Omega 3-6-9 v- linolenska kiselina 88 mg, »-9: olinska kiselina
152 mg
Strong Nature Riblje 3 1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja sa 18% EPA 1 12%
] Elephant Co, Srbija
ulje omega-3 DHA - 500 mg
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Omega-3 sa
ekstraktima

laminarije

Vetprom hemikalije,

Srbija

1 kapsula sadrzi: ulja riba severnih mora - 79, 8%;

ekstrakt laminarije - 5, 59%

Omega-3 sa uljima
pSenice, Sipka i

pasijeg trna

Vetprom hemikalije,

Srbija

1 kapsula sadrzi: ulja riba severnih mora - 71, 4%;
ulja pSeni¢nih klica - 4,2%; ulja Sipka - 4,2%; ulje
pasijeg trna - 4,2%

Omega-3

Now Foods, USA

2 gel kapsule sadrze: 600 mg ®-3 MK (od ¢ega
EPA - 360 mg i DHA - 240 mg)

Omega-3-6-9

Now Foods, USA

2 gel kapsule sadrze: 1400 mg ulja semena lana;
300 mg ulja no¢urka; 260 mg ulja kanole; 20 mg

ulje crne ribizle; 20 mg ulja semena bundeve

Max Epa

Now Foods, SAD

2 gel kapsule sadrze: 2g ribljeg ulja (-3 masnih
kiselina EPA - 360 mg, DHA - 240 mg)

Omega plus

Nutripharm, SAD

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 1000 mg EPA - 180
mg i DHA - 120 mg; vitamin E - 10 mg, beli luk -
50 mg

Reumatol Nutri

Pharmanova, Srbija

1 kapsula sadrzi: ribljeg ulja - 500 mg (EPA - 195
mg i DHA - 35 mg)

Omega Carnitine

Esentico, Srbija

1 kapsula sadrzi: ulje lososa - 600 mg; ulje lana -

10 mg; L-karnitin - 50 mg; vitamin E - 2 mg
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Od 42 dijetetska suplementa trinaest (31%) je bilo proizvedeno u Srbiji, a dvadeset devet

(69%) su bili poreklom iz uvoza (slika 15).

H Domaci proizvodaci

i Strani proizvodaci

Slika 15. Odnos domacih i uvezenih dijetetskih suplemenata sa uljem riba
na trzistu Srbije

Od ukupnog broja preparata, 26 preparata je bilo monokomponentno, samo sa ribljim
uljem, a 16 polikomponentno - riblje ulje u kombinaciji sa nekim drugim aktivnim
sastojcima, kao $to su liposolubilni vitamini, mikroelementi, L-karnitin, koenzim Q i dr.
(slika 16).

& Monokomponentni
preparati

L Polikomponentni
preparti

Slika 16. Odnos monokomponentnih i polikomponentnih dijetetskih
suplemenata sa uljem riba na trzistu Srbije
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Od identifikovanih proizvoda samo pet (12%) je u svom sastavu imalo dokozaheksaensku
kiselinu u ve¢em procentu: Omega-3 Junior Natural Wealth (preporucuje se za pravilan
rast 1 razvoj dece, podsti¢e prirodnu otpornost organizma i doprinosi boljoj paznji i lakSem
ucenju), Omega-3 Natal Natural Wealth (preporucuje se trudnicama i dojiljama,
obezbeduje masne kiseline neophodne za pravilan razvoj mozga i vidnog sistema deteta),
Omega-3 Neuro Natural Wealth i Cognatal Pharmanova (preporucuje se za pravilan rad
mozga, za poboljSanje pamcenja i koncentracije i kod poremecaja raspolozenja), Cognatal
Pharmanova (namenjen je trudnicama i dojiljama, smanjuje mogucnost pojave
postporodajne depresije, masne kiseline su neophodne za razvoj mozdanih funkcija,
nervnog i o¢nog sistema odojceta), Maculin plus Fidifarm (preporucuje se za zastitu vida,
omega-3 masne kiseline se preporucuju kod makularne degeneracije ofne mrene 1
doprinose zastiti osetljivih delova retine).

Ostalih 37 preparata u veem procentu je sadrzalo eikozapentaensku kiselinu, 1 osnovna
namena ovih preparata bila je zastita kardiovaskularnog sistema, snizenje nivoa lipida u
krvi, regulisanje krvnog pritiska, smanjenje rizika od pojave ateroskleroze i ublazavanje
simptoma PMS. Pregled karakteristika suplemenata sa n-3 MK ukazuje na to da se trziste
pocinje profilisati u skladu sa sastavom MK 1 posledi¢cnim namenama, te se viSe ne moze
govoriti generalno o suplementaciji n-3 masnim kiselinama. Proizvodi sa ve¢om koli¢inom
DHA su usmereni prevashodno na funkcije koje ova MK ima u organizmu, dok su
proizvodi sa vise EPA usmereni na stabilizaciju ¢elijskih membrana i na kardioprotektivnu
ulogu, $to je u skladu sa rezultatima istraZivanja njihovih efekata.

Na deklaraciji 15 preparata naznaceno je prisustvo vitamina E, koji ima ulogu
antioksidansa, sprecava oksidaciju ribljeg ulja u preparatu, ali i u samom organizmu. U
tabeli 15 je prikazan zbirni pregled najvaznijih karakteristika sastava i preporuc¢enog
nacina koriS¢enja suplemenata. Kao izvor EPA 1 DHA u najve¢em broju suplemenata bilo
je navedeno riblje ulje, a na nekim preparatima navedeno je i poreklo ribljeg ulja (npr. ulje
bakalara, ulje riba severnih mora, ulje lososa, ulje sardine) ili da se radi o precis¢enom
ribljem ulju. U najveéem broju preparata su u stvari koris¢eni koncentrati ribljeg ulja sa
povecanim sadrzajem EPA 1 DHA u odnosu na sadrzaj u sirovom ulju riba. Uobicajen
odnos EPA/DHA u vec¢ini preparata je bio 3:2, a za samo 12% preparata je na deklaraciji
bio naznacen hemijski oblik, od Cega je u 7% preparata korScen oblik etil-estra i u 5%

oblik triglicerida.
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Koli¢ina ribljeg ulja u jednom doziranom obliku veoma je varirala, od 0,1-1 g, kao Sto su
varirali 1 preporuceni na¢ini uzimanja.

Koli¢ina koncentrovanog precisc¢enog ribljeg ulja koja se preporucuje kao dnevni unos se
zato kretala u Sirokom rasponu od 400 mg do 2000 mg, obi¢no podeljena u 1 do 3 doze
dnevno. Riblje ulje je bilo u svim preparatima inkapsulirano u mekim Zelatinoznim

kapsulama.

Tabela 15. Karakteristike suplemenata sa ribljim uljem na trzistu Srbije (n=42)

o Preporuceni dnevni unos N
Sadrzaj ribljeg ulja | Deklarisani Hemijska forma
) deklarisan od strane proizvodaca o )

(mg)/kapsuli EPA/DHA odnos o ) ribljeg ulja

(mg ribljeg ulja/dan)
<500 (31%)* 3/2 (67%) <500 mg (14%) 3 (7%) - etil estri
500 (26%) Ostali odnosi (33%) | 1000 mg (27%) 2 (5%)-TG
1000 (36%) 2000 mg (45%) 88 % - nepoznato
Ostalo (7%) 3000 mg (9%)

Ostalo (5%)

*brojevi u zagradi predstavljaju procenat od ukupnog broja proizvoda
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4.1.2.1 Provera sastava masnih kiselina u odabranim uzorcima suplemenata sa uljem
riba

Od ukupnog broja identifikovanih dijetetskih suplemenata na trziStu, proveren je sastav

masnih kiselina u 15 uzoraka. Izabrani su preparati koji sadrze n-3 masne Kiseline kao

jedini aktivni sastojak. Pre provere sastava masnih kiselina analiziranih preparata, izvrSena

je kontrola mase jednog doziranog oblika i rezultati su prikazani u tabeli 16.

Tabela 16. Izmerena i deklarisana masa kapsule, deklarisana masa ribljeg ulja u kapsuli

Izmerena masa Deklarisana Deklarisana masa
Preparat Crs X .
pune kapsule masa kapsule ribljeg ulja u kapsuli
Omega 3 Natal - Natural
Wealth 600 mg 600 mg (+10%) | 400 mg
Omega 3 Junior -
Natural Wealth 600 mg 600 mg (+10%) | 400 mg
Omega 3 Neuro - Natural
Wealth 1400 mg 1420 mg 1000 mg
Omega 3 Cardio -
Natural Wealth 1400 mg 1500 mg (£10%) | 1000 mg
Omega 3-6-9 - Natural
Wealth 1700 mg _ 400 mg
Riblje ulje omega 3 -
Amerovit 1400 mg _ 1000 mg
Omega 3 Max -
Pharmanova 1400 mg _ 1000 mg
Kapsule lososa 700 mg )
2
QOmega 3°— Supplement 1500 mg ] 1000 mg
Omegaktiv - ESI 1400 mg ] ]
Norwegian — Twinlab 600 mg ] 830 mg
Omega 3 - Alkaloid
Skoplje 700 mg _ 500 mg
(S)mega Defend - Pharma 1100 mg ) 843 mg
WiSS
Omega3 - Lifeline®-
Blagoleks,BIH 1300 mg _ 1000 mg
Riblje perlice -
Lifeline®-Blagoleks,BIH | 2°0 M9 - 30 mg

Od 15 ispitivanih uzoraka samo 4 je na pakovanju imalo naznaenu deklarisanu masu
kapsule iako je to jedan od zahteva novog Pravilnika o zdravstvenoj ispravnosti dijetetskih

proizvoda.
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Uporedivanjem izmerene mase kapsula sa deklarisanom, utvrdeno je da nema znacajnih
odstupanja i da su odstupanja u okviru dozvoljenih za dozirane oblike. Na preparatima je
takode naznacena deklarisana masa ribljeg ulja u svakoj kapsuli.

Analizom sastava masnih kiselina za 15 uzoraka suplemenata sa uljem riba dobijeni su

rezultati prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Sastav masnih kiselina u analiziranim uzorcima suplemenata (izraZzen u %)

Ukupne | Ukupne | Ukupne | Ukupne | Ukupne

PREPARAT n-3MK |n-6MK| PMK | MNK | ZMK

Omega 3 Natal-Natural Wealth 33,1 53 39,8 23,0 29,2

Omega 3 Junior -Natural Wealth 33,2 5,2 39,7 23,2 28,9

Omega 3 Neuro- Natural Wealth 26,9 11,8 40,5 27,2 22,8

Omega 3 Cardio-Natural Wealth 45,4 2,6 52,0 11,9 7,3
Omega 3-6-9-Natural Wealth 44,3 8,0 56,0 9,4 3,6
Riblje ulje omega 3- Amerovit 31,2 4,6 37,3 21,0 19,2

Omega 3 Max- Pharmanova 31,6 4,1 37,6 21,1 25,8

Kapsule lososa-Jamieson Salmon Oil | 29,9 3,4 35,0 22,1 25,4

Qmega 32-Supplement 29,8 1,3 32,8 21,3 25,3
Omegaktiv ESI 34,1 25,0 59,1 24,3 12,3
Norwegian-Twinlab 21,6 14,7 38,7 23,4 21,3
Omega 3- Alkaloid Skoplje 52,6 15 60,2 79 4.8
Omega Defend —Pharma Swiss 49,5 3,2 52,7 13,3 4,1

Omega3- Lifeline®-Blagoleks,BIH 247 4,4 31,1 21,1 22,1

Riblje perlice-Lifeline®-Blagoleks,
BIH

9,3 37,0 46,4 22,2 22,4

Dobijeni rezultati su pokazali da su se analizirani uzorci suplemenata medusobno veoma
razlikovali u sastavu masnih kiselina, ali da su u uzorcima svih analiziranih preparata u
najveéem procentu ipak bile zastupljene n-3 masne kiseline. Sadrzaj ukupnih ZMK u
ispitivanim preparatima su bili u rasponu od 3,6% (Omega 3-6-9 Natural Wealth) do
29,2% (Omega-3 Natal Natural Wealth). Sadrzaj MMK se kretao od 7,9% (Omega-3
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Alkaloid Skoplje) do 24,3% (Omegaktive ESI). Sadrzaj ukupnih PMK u analiziranim
uzorcima se kretao od 31,1% (Omega - 3 Lifeline®) do 60, 2% (Omega - 3 Alkaloid
Skoplje). n-6 masne kiseline su u veoma razli¢itim koli¢inama bile zastupljene u
ispitivanim uzorcima i te vrednosti su se kretale od 1,3% ( Qmega 32 Supplement ) do 37%
(Riblje perlice Lifeline® ).
Sadrzaj n-3 masnih kiselina u ispitivanim uzorcima se kretao u $irokom rasponu od 9,3%
do 52,6%. Najveci udeo n-3 MK u ukupnim lipidima imali su slede¢i preparati:
o Omega-3 Alkaloid Skoplje 52,6%, Omega Defend Pharma Swiss 49,5%, Omega 3
Cardio Natural Wealth 45,4%, a najmaniji:
o Riblje perlice Lifeline® 9,3%, Norvegian Twinlab 21, 6%, Omega 3 Lifeline® 24,
7%.
Sadrzaj ukupnih n-3 masnih kiselina dobijen hemijskom analizom proizvoda uglavnom se
nije razlikovao znacajno od deklarisanih vrednosti (slika 17). Najveca odstupanja od
deklarisanog sadrZaja odnosila su se na sadrZaj EPA u preparatu: Riblje perlice Lifeline®
(6, 4% u odnosu na deklarisanih 18%) i u sadrzaju DHA u preparatu Omega 3-6-9 Natural
Wealth (15,7% umesto 20%). Na deklaracijama veéine dijetetskih suplemenata bila je

naznacena i koli¢ina EPA i DHA pored koli¢ine ukupnih n-3 MK.

Omega 3 Alkaloid Skoplje

Omega 3-6-9 Natural wealth

Omega 3 natal Natural wealth
Omega 3 neuro Natural...

Riblje perle Lifeline

Kapsulalosos

Omega 3 na kvadrat.. B ukuphe omega-3 deklarisani

Omegaktiv ESI sadrzp)
Omega 3 junior Natural... B ukuphe omega-3 analizirani
Norwegian twinlab sadrzpj
Omega 3 Max Pharma nova
Riblje ulje Omega 3 Amerovit
Omega 3 lifeline
Omega 3 cardio natural...
Omega defend pharma swiss
0 20 40 60

Slika 17. Odnos analiziranog i deklarisanog sadrzaja n-3 masnih kiselina (izrazeni u %)
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Nakon provere sastava masnih kiselina analiziranih preparata, uporedene su deklarisane
vrednosti EPA i DHA sa vrednostima ovih masnih kiselina odredenim u lipidima dve vrste
ribe-lososa i skuse (tabela 18). Losos i sku$a su izabrani kao najbogatiji izvori ovih masnih

kiselina od analiziranih vrsta re¢ne 1 morske ribe.

Tabela 18. Uporedni sadrzaj EPA i DHA u morskoj ribi i u suplementima
(izraZzeno u % u odnosu na ukupne MK)

Uzorak EPA DHA
Losos 9,8 21,5
Skusa 9,3 22
Omega 3 Natal - Natural Wealth 7,6 23,5
Omega 3 Junior - Natural Wealth 7,3 23,8
Omega 3 Neuro - Natural Wealth 10,9 9,2
Omega 3 Cardio - Natural Wealth 26,7 17,9
Omega 3-6-9 - Natural Wealth 24,6 15,7
Riblje ulje omega 3 - Amerovit 16,6 11,6
Omega 3 Max - Pharmanova 20,2 9,8
Kapsule lososa 19,1 91
Qmega 3% - Supplement 20 9,8
Omegaktiv - ESI - -
Norwegian - Twinlab 10,6 7,3
Omega 3 - Alkaloid Skoplje 30,3 19,9
Omega Defend - Pharma Swiss 28,9 19,4
Omega 3 - Lifeline®-Blagoleks, BIH 14,5 8,43
Riblje perlice - Lifeline®-Blagoleks, BIH 6,4 3

EPA je prosecno bila zastupljena u ulju lososa i skuse sa oko 10%, a DHA sa 22%.
Analizom masnih kiselina analiziranih preparata potvrdeno je da se sadrzaj EPA i DHA u
vecini analiziranih proizvoda razlikuje u odnosu na koli¢inu u prirodnim izvorima, osim u
proizvodima koji su namenjeni specifi¢no zastiti zdravlja oka, mozga, i kao dopuna ishrani

trudnica i dojilja.
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4.1.3 lzbor dijetarnih izvora n-3 MK Kkori$éenih u intervenciji

Nasa intervencija je bila usmerena ka proceni efekata dijetarnih preporuka za unos n-3
PMK u preventivne svrhe. AHA 1 SZO preporucuju unos dve porcije ribe nedeljno u
primarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti $to je i u naSoj studiji kori$¢eno kao
dijetarna preporuka ispitanicima (126, 152). Za izvodenje studije na ispitanicima losos je
izabran kao jedan od najboljih izvora n-3 PMK medu masnim ribama pri ¢emu je odabrana
porcija bila sli¢na srednjoj porciji masne ribe definisane od strane UK Scientific Advisory
Committee on Nutrition (153, 154). Veli¢ina prose¢ne porcije definisane od strane UK
SACN za odrasle osobe je 148 g za muskarce i 143 g za zene, a preporuke se odnose na
konzumiranje ribe najmanje dva puta nedeljno, od ¢ega jedna porcija treba da bude uljana
riba. Toplo dimljeni losos u naSoj studiji je odabran zbog toga Sto je kao takav ve¢ bio
spreman za konzumiranje, nikakva dalja priprema nije bila potrebna, svako pakovanje je
predstavljalo jedan obrok standardizovane mase (~150 g), §to je uesnicima studije u
velikoj meri olaksalo koriSéenje ribe na preporuceni nacin. Suplement je izabran tako da
njegov sastav oslikava naj¢es¢i odnos n-3 PMK u preparatima (EPA/DHA odnos 3/2) i
dnevna doza je izabrana kao medijana koli¢ina koje se preporucuju za kori$éenje od strane
proizvodaca (2 g/dan). Kada se porede efekti ribe i suplementa, vazno je pitanje
bioraspolozivosti iz razli€itih izvora. Nekoliko faktora moze da uti¢e na bioraspolozivost
masnih kiselina iz suplementa, od kojih su najvazniji matriks i hemijski oblik. U cilju
postizanja $to bolje bioraspoloZivosti, ispitanici su savetovani da uzimaju suplement uz
obrok jer ima radova koji ukazuju da se tako postize bolja apsorpcija (155). Trigliceridi u
ribama predstavljaju najveci deo lipidne frakcije (81,9-94,1%) (96), tako da najveci deo n-
3 PMK u ribljem ulju potic¢e iz TG. TG kao hemijski oblik imaju bolju bioiskoristljivost u
odnosu na etil-estre ili slobodne masne kiseline, koje se takode Cesto nalaze u
suplementima ribljeg ulja (98, 99). 1z navedenih razloga suplement kori§¢en u nasoj studiji
je bio u formi TG ¢ime je postignuta maksimalna sli¢nost u iskorstljivosti n-3 masnih
kiselina iz dva ispitivana dijetarna izvora. U tabeli 19 su prikazane srednje vrednosti

masnih kiselina dimljenog lososa i suplementa kori$¢enih u intervenciji.
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Tabela 19. Sastav masnih kiselina lososa i suplementa

Masne kiseline Losos (%) Kapsule (%)
14:0 2,3 6,9
16:0 13,8 16,5
16:1 2,2 8,5
18:0 3,1 4,1
18:1n-9 22,6 10,5
18:1n-7 2,7 3,9
18:2n-6 8,8 1,6
18:3n-3 4,1 0,9
20:4n-6 0,7 1,1
20:5n-3 7,1 19,8
22:5n-3 2,6 2,0
22:6n-3 17,4 12,5
n-3 MK mg/150 g mg/kapsuli
EPA 958 198
DHA 2349 125
Ukupne n-3 MK 4212 352

Najznacajnije masne kiseline u lipidima lososa bile su oleinska kiselina (C18:1n-9) i DHA,
a ukupne n-3 PMK (ALA, EPA i DHA) su predstavljale tre¢inu ukupnih masnih kiselina
gde je odnos EPA i DHA bio 0,41. Profil masnih kiselina u suplementu se razlikovao u
odnosu na losos. Glavne masne kiseline su bile EPA i palmitinska kiselina (C16:0), dok je
odnos EPA i DHA bio 1,58, a ukupne n-3 masne kiseline su ¢inile takode priblizno tre¢inu
ukupnih masnih kiselina. Komercijalni suplement ribljeg ulja je imao standardizovanu
koli¢inu EPA 1 DHA, §to je tipi¢no za sli¢ne proizvode prisutne na trziStu (deklarisane

koli¢ine su 180 mg EPA+120 mg DHA/kapsuli).
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Tabela 20. Dnevni unos n-3 PMK iz odabranih izvora

n-3 masne Kiseline (mg/dan)
Losos Suplement
EPA 274 396
DHA 671 250
EPA+DHA 945 646
Ukupne n-3 MK 1206 704

U tabeli 20 i na slici 18 prikazan je dnevni unos EPA i DHA Koji je u studiji ostvaren
konzumiranjem lososa i suplementa. Obzirom da je cilj studije bio uporedno ispitivanje
efekata n-3 masnih kiselina unetih na osnovu vazeéih dijetarnih preporuka i preporuka
proizvodaca suplemenata, nije vrSeno podeSavanje njihovog unosa u interventnim
grupama. Zbog toga su se, pored razli¢itog profila masnih kiselina, razlikovale i koli¢ine n-
3 masnih kiselina koje su unoSene koris¢enjem dva odabrana dijetarna izvora. U
suplementu je sadrzaj EPA bio ve¢i u odnosu na losos (396 mg vs 274 mg), dok je DHA u
vecoj koli¢ini bila prisutna u lososu nego u suplementu (671 mg vs 250 mg). Dnevni unos

EPA+DHA je bio veéi konzumiranjem lososa nego suplementa (odnos 3/2).

1000 -+

800

600

M losos

400 - M suplement

200

EPA DHA EPA+DHA

Slika 18. Graficki prikaz razlika u ostvarenom dnevnom unosu EPA i DHA
konzumiranjem lososa i suplementa (mg/dan)
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4.2 Ispitivanje efekata nutritivno relevantnih koli¢ina n-3 masnih kiselina iz dva
dijetarna izvora na faktore kardiovaskularnog rizika

4.2.1 lIspitanici

Tideset tri ispitanika su zavSila dve faze eksperimenta sa svim izmerenim parametrima
tokom 4 posete ambulanti. Dva ispitanika nisu odgovorila zahtevima studije. Razlog za
iskljucenje bila je neadekvatna komplijansa u okviru grupe kojoj su pripadali. Svi ispitanici
su bili srednjih godina (53,9+9,5), bez dijagnostikovanih hroni¢nih oboljenja, sa jednim ili
dva faktora rizika za razvoj KVB na pocetku studije (54% gojaznih 1 71% sa poremecenim
profilom lipida seruma). Nije bilo statisticki zna¢ajne razlike u vrednostima lipidnih
parametara izmedu grupa na pocetku i posle 6 meseci pauze (washout). Bez obzira na vece
koncentracije TG na pocetku studije u grupi koja je uzimala losos (grupa L) u odnosu na
grupu koja je suplementirana (grupa S) - 2,01 mmol/L i 1,76 mmol/L, redom, razlika nije
imala statisticku znacajnost. Osnovne karakteristike ispitanika (ukljucuju¢i ITM, krvni
pritisak, nivo glukoze) nisu se menjale tokom trajanja studije.

Srednje vrednosti dnevnog unosa za energiju i makronutrijente su prikazane u tabeli 21.
Nije bilo statisticki zna€ajne razlike u unosu makronutrijenata pre pocetka studije 1 posle
washout perioda. Analizom dijetarnog unosa na osnovu vodenog trodnevnog dnevnika
ishrane pokazano je da je srednja energetska vrednost bila neznatno veé¢a u odnosu na

srednju vrednost referentne djetarne preporuke za populaciju srednjih godina (156).

Tabela 21. Dnevni unos makronutrijenata ispitanika tokom
trajanja studije

Pre pocetka studije | Posle washout perioda
Energija (kcal) 2357+561 2229+601
Proteini (g) 109+6,5 104+7,1
Ugljeni hidrati (g) 295+31 279+335
Masti (g) 7617 78£19
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4.2.2 lzbor tipa studije

Crossover dizajn (ukrstena studija) koji je primenjen u studiji ima nekoliko prednosti u
odnosu na paralelne tretmane. Prvo, uticaj prate¢ih kovarijabli na ispitivane parametre je
smanjen jer svaki crossover pacijent predstavlja samom sebi kontrolu. Cesto se desava da u
randomizovanim paralelnim tretmanima razli¢ite grupe imaju velike varijacije u okviru
jedne varijable, Sto u crossover studijama nije moguce. Druga vazna prednost Cross overa
je efikasnost statisticke analize i manji broj ucesnika u studiji. Crossover ima i svoja
ogranicenja. Postojanje carry over efekta izmedu dva tretmana moze uticati na ishod druge
intervencije. Medutim, u dobro dizajniranim studijama kada se dobro poznaje dinamika
tretmana, carry over efekat se moze izbec¢i izborom adekvatne duzine tzv. washout
perioda. Washout period je vreme izmedu dve intervencije za koje treba da se postigne

gubitak efekta prve intervencije.
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4.2.3 Uticaj konzumiranja ribe i suplementa na profil masnih kiselina plazme,

eritrocita i trombocita

4.2.3.1 Plazma

Odredivanje masnih kiselina u plazmi omogudilo je prac¢enje nivoa ukupnih promena

sastava 1 sadrzaja masnih kiselina u plazmi koja je bila uslovljena primenjenim dijetarnim

intervencijama. U tabeli 22 prikazane su promene u sastavu masnih kiselina plazme posle 8

nedelja intervencije.

Tabela 22. Sastav masnih kiselina lipida plazme pre i posle intervencije lososom i
suplementom (% u odnosu na ukupne masne kiseline)

Grupa L Grupa S

MK Pre Posle p2 Pre Posle PP pe
16:0 25,1+1,2 25,7 0,836 24,984+2,1 | 25,54+1,1 0,811 0,346
17:0 1,9120,4 | 1,78+0,3 | 0,237 [2,01+0,57 | 2,12+047 | 0,736 | 0,101
18:0 13,4+1,5 | 12,9+1,4 0,414 12,79+1,7 | 12,01+1,9 0,269 0,577
18:1n-9 12,2141, | 13,1+1,4 0,567 11,93+1,6 | 12,01«1,7 0,223 0,986
18:1n-7 1,02+0,2 | 0,97+0,3 0,232 1,11+0,13 | 1,03+0,12 0,676 0,452
18:2n-6 | 14,17+2, | 15,012, | 0,178 | 13,99+2.5 | 14,30£2,2 | 0,387 | 0,239
18:3n-6 1,41+0,2 | 1,39+0,2 0,231 1,49+0,31 | 1,45+0,29 0,167 0,123
18:3n-3 0,71+0,1 | 0,67+0,1 0,111 0,77+0,15 | 0,76+£0,21 0,883 0,099
20:4n-6 20,9112, | 21,1343, 0,785 19,99+2,6 | 20,32+2,7 0,654 0,333
20:5n-3 0,52+0,3 | 1,22+0,9 | <0,0001 | 0,54+0,39 | 1,37+0,72 | <0,0001 | 0,643
22:5n-3 1,03+0,1 | 0,97+0,1 0,236 1,15+0,12 | 1,13+0,15 0,841 0,115
22:6n-3 3,07+1,2 | 4,45+1,1 | <0,0001 | 3,50+1,25 | 4,22+1,18 0,010 0,581
EPA+DHA | 3,59+1,5 | 5,70+2,0 | <0,0001 | 4,04+1,55 | 5,59+1,70 0,006 0,496
Totaln-3 | 4,7+1,60 | 6,8+2,20 | <0,0001 | 4,8+2,10 | 6,1+2,20 | 0011 | 0,826
Totaln-6 | 342429 | 355+2,8 | 0,119 | 34,3+6,8 | 33,9+66 | 0,617 | 0,340

8 Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije lososom

® Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije suplementom

¢ Znacajnost razlika srednjih vrednosti izmedu grupa pre intervencije
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Odredivanje masnih kiselina u plazmi omogucilo je prac¢enje ukupnih promena koje su bile
uslovljene razli¢itim tretmanima. Na pocetku studije i posle 6 meseci pauze (washout) nije
bilo statisticki znacajnih razlika u sastavu masnih kiselina u plazmi. Pocetne vrednosti za
ukupne n-3 PMK, EPA i DHA su bile 4,7%, 0,52% i 3,07%, redom u grupi L, i 4,8%,
0,54% i 3,50% u grupi S.

Posle 8 nedelja intervencije zabelezeno je znacajno povecanje ukupnih n-3 PMK, EPA i
DHA u plazmi u obe grupe. Vrednost EPA se povecala za 135% u grupi L (p<0,0001) i
152% u grupi S (p<0,0001), dok se DHA povecala za 145% u grupi L (p<0,0001) i 121% u
grupi S (p<0,010). Povecanje ukupnih n-3 PMK koje je dobijeno posle 8 nedelja
intervencije lososom bilo je veée u poredenju sa suplementom (45% vs 27%) (p<0,05)
(slika 19), sto je u skladu sa razlikama u koli¢ini ostvarenog unosa ovih masnih kislina u

dve interventne grupe.

160%
120% -
BO% H losos
W suplement
40% -
0% -

EPA DHA n-3 PME

Slika 19. Promena u sastavu n-3 PMK posle intervencije lososom i
suplementom u plazmi

a - statisticki znacajno razli¢it od suplementa; * p<0,05

Komplijansa tokom intervencije je pracena promenom sastava masnih kiselina u lipidima
plazme, jer masne kiseline u plazmi reflektuju tokom nekoliko sati ili dana unos dijetarnih
n-3 masnih Kiselina (157). Masne kiseline u plazmi su se znacajno povecale tokom
intervencije i lososom i suplementom. Porast EPA i DHA u plazmi je bio dozno zavisan u
oba slucaja 1 nasi rezultati su u skladu sa rezulatima dobijenim u drugim studijama. Cao 1

saradnici (159) koji su suplementirali ispitanike sa znatno ve¢im koli¢inama EPA (1296
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mg) i DHA (864 mg), tokom 8 nedelja dobili su povecanje za 245% EPA i 73% DHA u
plazmi. U studiji Harrisa (160) u kojoj su koli¢ine EPA i DHA iz ribe i suplementa
podesene da budu iste, ispitanici su uzimali 485 mg EPA+DHA tokom 16 nedelja i ova
intervencija je dala poveéanje nivoa EPA+DHA u plazmi za 60-80%. U pomenutoj studiji
masne Kiseline u kapsulama su bile u formi etil-estara, dok su u nasoj studiji masne
kiseline bile u formi TG u oba dijetarna izvora, sto moze biti uzrok znacajno vecem
povecanju nivoa ovih masnih kiselina u naSem ispitivanju, posto oblik triglicerida daje

bolju iskoristljivost masnih kiselina u odnosu na etil-estre (98, 99).

4.2.3.2 Eritrociti i trombociti

Odredivanje sadrzaja masnih kiselina u ukupnim lipidima eritrocita moze da sluzi kao
pouzdan parametar statusa EMK u ¢elijama. Najveci deo lipida eritrocita ¢ine fosfolipidi, a
posto se n-3 masne kiseline lako inkorporiraju u fosfolipide ¢elija krvi, eritrociti se Cesto
koriste za procenu efekata suplementacije ribljim uljem na status EMK. Cilj ove studije je
bio da se proceni da li aktuelne dijetarne preporuke za unos ribe ili suplemenata sa ribljim
uljem efikasno poboljSavaju ugradnju n-3 PMK u odabrane celijske strukture i da li
njihovom primenom mogu da se postignu ciljne vrednosti za omega-3 indeks (>8%) kod
zdrave populacije sa uobicajeno niskim unosom ribe. U tabelama 23 i 24 prikazane su
srednje vrednosti sadrzaja masnih kiselina u eritrocitima i trombocitima pre i posle 8

nedelja intervencije lososom i suplementom.
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Tabela 23. Sastav masnih kiselina lipida eritrocita pre i posle intervencije lososom i
suplementom (% u u odnosu na ukupne masne kiseline)

Grupa L Grupa S

MK Pre Posle pa Pre Posle PP pe
16:0 18,99+1,98 | 19,66+0,9 | 0,083 | 19,56+1,2 19,68+0,99 0,688 | 0,172
17:0 1,58+0,34 | 1,60+0,32 | 0,810 | 1,63+0,44 1,59+0,36 0,689 | 0,637
18:0 15,06+£1,20 | 15,41+0,8 | 0,180 | 15,58+1,1 15,74+1,08 0,561 | 0,082
18:1n-9 10,39+1,27 | 10,80+0,9 | 0,125 | 10,49+0,9 10,58+1,39 0,734 | 0,718
18:1n-7 0,94+0,37 | 0,88+0,23 | 0,413 | 0,77+0,23 0,84+0,16 0,826 | 0,123
18:2n-6 10,75+1,48 | 11,21+1,6 | 0,230 | 10,77+1,5 10,96+1,43 0,522 | 0,369
18:3n-6 0,41+0,29 | 0,36+0,19 | 0,474 | 0,42+0,26 0,31+0,19 0,052 | 0,826
18:3n-3 0,26+0,11 | 0,28+0,14 | 0,511 | 0,22+0,14 0,29+0,19 0,123 0,231
20:4n-6 16,19+1,57 | 16,67+1,6 | 0,232 | 17,02+1,9 16,35+£1,95 0,168 | 0,060
20:5n-3 0,54+0,41 | 0,76+0,40 | 0,023 | 0,46+0,27 0,85+0,41 <0,001 | 0,386
22:5n-3 1,71£0,39 | 1,89+0,35 | 0,055 | 1,83+0,45 1,99+0,38 0,111 | 0,270
22:6n-3 | 4,93+1,17 | 6,10£1,34 | 0,001 | 4,84+1,34 | 567+1,40 | 0,016 | 0,771
EPA+DHA | 546+1,31 | 6,86+1,62 | 0,001 | 5,30+1,53 6,52+1,65 0,003 | 0,638
Total n-3 7,43+1,56 | 9,02+1,87 | 0,001 | 7,34+1,88 8,80+1,98 0,003 | 0,839
Total -6 | 27.35+2,03 | 28,24+2,1 | 0,080 | 28,40+2.4 | 27,85+2.62 | 0,383 | 0,059

8 Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije lososom
b Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije suplementom
¢ Znacajnost razlika srednjih vrednosti izmedu grupa pre intervencije
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Tabela 24. Sastav masnih kiselina lipida trombocita pre i posle intervencije lososom i
suplementom (% u u odnosu na ukupne masne kiseline)

Grupa L Grupa S

MK Pre Posle pa Pre Posle pP =
16:0 19,45+1,57 | 19,23+1,80 | 0,602 | 19,39+1,75 | 18,99+1,19 | 0,280 | 0,667
17:0 2,06£0,49 | 2,09+0,51 | 0,781 | 1,88+0,58 | 1,95+0,53 | 0,539 | 0,166
18:0 14,93+1,93 | 14,77+1,95 | 0,723 | 14,52+1,55 | 15,12+1,79 | 0,135 | 0,356
18:1n-9 | 11,67+1,33 | 11,20+1,43 | 0,190 | 11,67+1,26 | 11,06+1,55 | 0,080 | 0,936
18:1n-7 | 0,97+032 | 0,94+0,28 | 0,659 | 0,89+0,26 | 0,84+021 | 0,326 | 0,282
18:2n-6 | 12,46+3,31 | 11,18+2,48 | 0,077 | 12,50+3,37 | 11,49+2,55 | 0,111 | 0,957
18:3n-6 1,18+0,38 | 1,05+0,52 | 0,258 | 1,15+0,46 | 1,24+0,37 | 0,364 | 0,871
18:3n-3 | 0,44+0,33 | 0,52+0,27 | 0,264 | 0,45+0,37 | 0,55+0,32 | 0,245 | 0,905
20:4n-6 | 20,74+2,43 | 21,55+3,41 | 0,264 | 20,73+3,16 | 20,9242,72 | 0,793 | 0,984
20:5n-3 | 0,56+0,42 | 0,81+0,48 | 0,028 | 0,57+0,33 | 0,87+0,38 | 0,002 | 0,830
22:5n-3 | 0,98+0,25 | 1,10£0,30 | 0,052 | 0,98+0,33 | 1,08+0,25 | 0,190 | 0,961
22:6n-3 | 219+0,92 | 2,99+1,19 | 0,006 | 2,14+0,81 | 2,71+1,07 | 0,018 | 0,840
EPA+DHA | 2,74+1,16 | 3,80+1,46 | 0,001 | 2,72+0,89 | 3,58+1,16 | 0,003 | 0,928
Total n-3 | 4,17+1,34 | 544+1,58 | 0,001 | 4,15+1,14 | 5,20+1,47 | 0,002 | 0,958
Total n-6 354326 | 33,79+3,07 | 0,119 | 34,47+3,72 | 33,16+3,04 | 0,122 | 0,537

8 Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije lososom

b Znacajnost razlika srednjih vrednosti pre i posle intervencije suplementom

¢ Znacajnost razlika srednjih vrednosti izmedu grupa pre intervencije

Na pocetku studije i posle washout perioda nije bilo statisticki znacajnih razlika u sastavu

masnih kiselina u eritrocitima i trombocitima. Srednje pocetne koncentracije DHA i

ukupnih n-3 masnih kiselina u eritrocitima su bile ve¢e u odnosu na trombocite, dok su

vrednosti za EPA bile sli¢ne u obe ¢elijske frakcije (slika 20).

AA kao i ukupne n-6 masne kiseline bile su zastupljenije u trombocitima u poredenju sa

eritrocitima (slika 21).
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M eritrociti

M trombociti

EPA DHA n-3

Slika 20. Odnos EPA, DHA i ukupnih n-3 masnih kiselina u
eritrocitima i trombocitima (%)
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20 - M eritrociti

M trombociti

10 +

AA n-6

Slika 21. Odnos AA i ukupnih n-6 masnih kiselina u eritrocitima i
trombocitima (%)

Posle obe intervencije, zabelezeno je Statisticki znacajno povecanje EPA 1 DHA i1 u
eritrocitima 1 trombocitima. Srednja koncentracija EPA u eritrocitima se povecala za 84%
posle intervencije suplementom i za 40% posle intervencije lososom. Koncentracija DHA
posle intervencije suplementom se povecala za 17% S§to je bio nizi odgovor u odnosu na
povecanje DHA posle intervencije lososom (oko 24%). Sadrzaj EPA+DHA se povecao za

25% u grupi L i 23% u grupi S (slika 22). Nivo povecéanja pojedina¢nih dugolan¢anih n-3
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masnih Kkiselina u eritrocitima odgovarao je razlikama u njihovim koli¢inama ostvarenim u
dve intervencije, mada je taj uticaj samo kod EPA dostigao statisticku znacajnost, dok na

poveéanje ukupnog sadrzaja n-3 masnih Kkiselina u eritrocitima dijetarni izvor nije imao

statistickog znacaja.
Eritrociti

H losos W suplement

B4%

23%

EPA DHA EPA+DHA

Slika 22. Promena u sadrzaju EPA i DHA izraZena u % posle intervencije

a - statisticki znacajno razlicit od lososa; * p<0,05

U trombocitima se sadrzaj EPA povecao za 53% u grupi S 1 za 45% u grupi L, dok se
ugradnja DHA povecala za 37% u grupi L 1 za 27% u grupi S. Koli¢ina EPA+DHA u

trombocitima se povecala za 38% u grupi L i za 31% u grupi S (slika 23).

Trombociti

M losos W suplement

53%

FPA DHA FPA+DHA

Slika 23. Promena u sadrzaju EPA i DHA izrazena u % posle intervencije
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Obe intervencije nisu uticale na promenu AA i DPA — dve vazne dugolanane masne
kiseline n-6 serije u obe ¢elijske frakcije.

Bez obzira na ¢injenicu da je sadrzaj ukupnih n-3 PMK, pojedina¢nih n-3 masnih kiselina i
njihov medusobni odnos bio razli¢it u lososu i suplementu, ukupna ugradnja ovih masnih
Kiselina u eritrocite i trombocite bila je sli¢na za obe grupe (p>0,05). EPA u eritrocitima je
bila jedina masna kiselina kod koje je uocen statisticki znacajani uticaj vrste intervencije,

odnosno unete koli¢ine dijetarne EPA, na njen status (p=0,049) (Tabela 25).

Tabela 25. Procena razlike u tretmanima pre i posle intervencije lososom i suplementom

Razlike u intervencijama

Procena? 95%Cls PP
Eritrociti
EPA -0,164 (-0,328; -0,001) 0,049
DHA 0,158 (-0,378; 0,694) 0,559
EPA+DHA 0,007 (-0,554; 0,567) 0,952
> n-3 0,042 (-0,537; 0,620) 0,886
Trombociti
EPA -0,038 (-0,128; 0,052) 0,403
DHA 0,136 (-0,258; 0,531) | 0,472
EPA+DHA 0,098 (-0,326; 0,523) 0,645
> n-3 0,116 (-0,340; 0,572) 0,613

aProcena = (Losos N 8 - Losos N 0) — (Suplement N 8 - Suplement N 0)

bVrednosti za poredenje promena posle tretmana lososom i suplementom

Negativna vrednost ukazuje da je suplementacija pokazala ve¢u promenu u ishodu, dok
pozitivna vrednost ukazuje da je losos pokazao ve¢u promenu u ishodu

Rezultati su pokazali da pracenje uobiCajenih dijetarnih preporuka za unos ribe i
dugolanc¢anih n-3 masnih kiselina namenjenih opstoj populaciji znac¢ajno poboljSava status
EPA, DHA, EPA+DHA, i ukupnih n-3 masnih kiselina u eritrocitima i u trombocitima. |
pored toga $to razlike u ostvarenim ishodima uglavnom nisu bile statisti¢ki znacajne, moze
se zakljuciti da je trend povecanja ovih masnih kiselina bio dozno-zavisan i da je oslikavao
potencijal koris¢enog dijetarnog izvora. Jedino se sadrzaj EPA u eritrocitima povecao

znaCajno vise posle suplementacije, dok je nakon intrevencije lososom povecanje bilo
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skoro dva puta manje. Dnevni unos EPA lososom bio je nizi nego suplementom iako je
unos ukupnih n-3 masnih kiselina lososom bio znatno veéi nego suplementom. To moze
biti objasnjenje za ukupno veci porast koncentracije EPA u grupi S. Nasuprot tendenciji
EPA u eritrocitima, porast DHA je bio ve¢i u grupi L u poredenju sa grupom S (23% u
odnosu na 17%), Sto je 1 o¢ekivano zbog veceg sadrzaja DHA u lososu. Razlika u sadrzaju
DHA izmedu grupa nakon intervencija nije bila satisti¢ki znacajna.

Ugradnja EPA u eritrocite ima tendenciju da bude brza nego sto je slucaj sa DHA (160) $to
moze biti dodatno objasnjenje za veéu inkorporaciju EPA ostvarenu u nasoj studiji. Cao i
saradnici (158) koji su ispitanike suplementirali ve¢im dozama EPA (1296 mg) i DHA
(864 mg) posle 8 nedelja su zabelezili povecanje od 300% za EPA i samo 42% za DHA.
Ugradnja DHA u ¢elijske membrane zavisi i od pocetne koncentracije (158), tako da bi
visoka varijabilnost koja je uocena medu ispitanicima mogla uticati na manje izrazen
dozno-zavisni odgovor.

Postoje brojne studije koje su pratile efekat n-3 PMK na inkorporaciju u eritrocitima, ali je
veoma mali broj studija bio posvecen analizi trombocita. n-3 PMK nakon inkorporacije u
trombocitima konkuriSu sa arahidonskom kiselinom za ciklooksigenaznu aktivnost
smanjujuéi produkciju eikozanoida koji nastaju iz arahidonske kiseline (161, 162). Ovi
efekti su naj¢es¢e posredovani sa EPA (163). PoSto povecana ugradnja n-3 PMK u
trombocite smanjuje njihovu reaktivnost i agregaciju (164, 165), od znacaja je pratiti uticaj
ribe ili suplementa na modifikaciju profila masnih kiselina kada se daju u preporucenim
koli¢inama.

Cocchi i saradnici (166) su analizirali profil masnih kiselina u trombocitima kod 350
ispitanika. Od svih masnih kiselina, tri su imale konstantan sadrzaj-palmitinska, linolna i
arahidonska (53,3%), $to je u saglasnosti sa nasim rezultatima (oko 53% na pocetku studije
u celoj grupi). Nakon intervencije ugradnja n-3 PMK u trombocite nije promenila udeo tri
glavne masne kiseline u ukupnom sastavu, dok su se ukupne n-3 PMK znacajno povecale.
Ugradnja EPA i DHA je bila statisticki znacajna u obe grupe. Znacajna dozno-zavisna
ugradnja EPA koja je nadena u eritrocitima, nije nadena kod trombocita. Iako se sadrzaj
EPA viSe povecao u grupi S (52% vs 44%), dobijene razlike medu intervencijama nisu bile
statisticki znacajne. Veéi stepen ugradnje DHA je naden u grupi L u poredenju sa grupom
S (36% vs 26%). Iako je ovo povecanje posledica veéeg sadrzaja DHA u lososu, dobijena
razlika nije bila statisticki znacajna.

U trombocitima je EPA takode imala tendenciju brze ugradnje u poredenju sa DHA, ali je

DHA pokazala veéi stepen ugradnje u trombocitima nego U eritrocitima za obe
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intervencije. Kada je Larson sa saradnicima (165) sproveo intervenciju sa 1,86 g EPA+1,5
g DHA/dan, sadrzaj EPA i DHA u trombocitima se pove¢ao osam i dva puta, redom, ali su
ove visoke koli¢ine dovele i do redukcije sadrzaja arahidonske kiseline. U nasoj studiji,
nijedna intervencija nije dovela do redukcije arahidonske kiseline u eritrocitima i
trombocitima. Moze se zakljuéiti da preporuc¢ene doze n-3 PMK, kako iz ribe tako i iz
suplementa, jesu efikasne u modulaciji profila masnih kiselina u trombocitima, ali na
manje drastican nacin.

Sadrzaj EPA+DHA u trombocitima se povecao za 38% u grupi L i za 31% u grupi S.
Razlika u efektima na status ukupnih n-3 PMK postignutih kori$¢enjem dva razli¢ita izvora
nije bila statisticki zna¢ajna nakon primene doza koje odgovaraju dijetarnim preporukama.
Ukrsteni dizajn predstavlja jednu od prednosti ove studije jer doprinosi povecanju
statisticke mo¢i u tumacenju rezultata svakog pacijenta. Dug period izmedu dve
intervencije (period pre ukrStanja) sveo je na minimum carry over efekat prve intervencije.
Takode postoji 1 nekoliko ograni€enja sprovedene studije. Veli¢ina uzorka je bila relativno
mala i period intervencije je trajao 8 nedelja, Sto se moZe smatrati kratkim vremenskim
intervalom za postizanje razlika u efektima dva razli¢ita izvora n-3 PMK i za postizanje
ciljnih vrednosti za EPA+DHA.

4.2.3.2.1 Uticaj konzumiranja ribe i suplementa na omega-3 indeks

Na osnovu vrednosti omega-3 indeksa, koji predstavlja procentualni zbir EPA i DHA u
¢elijskim membranama eritrocita, na$i ispitanici su svrstani u grupu sa umerenim rizikom
prema Harrisovoj klasifikaciji (88). Srednja vrednost omega-3 indeksa na pocetku studije
bila je 5,4%, a umereni kardiovaskularni rizik podrazumeva vrednosti od 4-8%. Srednja
vrednost za omega-3 indeks se povecala posle 8 nedelja za 25% u grupi L (p=0,001) i za
23% u grupi S (p=0,003). Iako se u naSoj studiji sadrzaj EPA+DHA razlikovao u lososu 1
suplementu (odnos 3/2), dobijeni efekti za omega-3 indeks nisu bili znacajni izmedu
tretmana (p=0,952). Nasi rezultati su u saglasnosti sa prethodnim istrazivanjem Paula i
saradnika (167) koji nisu zabelezili relevantne razlike izmedu ugradnje n-3 PMK u
eritrocite nakon konzumiranja mnogo vecih koli¢ina n-3 PMK iz uljane ribe (3003 mg/dan)
I iz suplementa (1418 mg/dan) tokom 8 nedelja.

Na kraju studije omega-3 indeks je dostigao vrednost od oko 6,7% i bez obzira sto je
povecanje bilo znacajno, obe intervencije nisu postigle ciljne vrednosti od 8%. Ako su ove
vrednosti povezane sa najve¢im kardioprotektivnim delovanjem (168), moze se zakljuciti

da zdrava populacija srednjih godina sa niskim unosom ribe, nakon primene preporucenih
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doza n-3 PMK iz ribe ili suplementa postize umereni efekat ukoliko se posmatra kratak

period od 8 nedelja primene dijetarnog rezima.

4.2.4 Uticaj konzumiranja ribe i suplementa na profil lipida seruma

U tabeli 26 prikazane su promene lipidnog profila seruma posle 8 nedelja intervencije

lososom i suplementom.

Tabela 26. Lipidi seruma pre i posle intervencije lososom i suplementom

Grupa L Grupa S
Pre Posle pa Pre Posle PP pe
Ukupni holesterol 6,57+1,01 | 6,38+0,91 | 0,345 | 6,40+0,84 | 6,69+1,08 | 0,151 | 0,361
LDL (mmol/L) 4,29+0,88 | 4,24+0,85 | 0,754 | 4,23+0,80 | 4,46+0,86 | 0,234 | 0,870
HDL (mmol/L) 1,43+0,42 | 1,37+0,35 | 0,778 | 1,37+0,30 | 1,38+0,36 | 0,805 | 0,906
TG (mmol/L) 2,01«1,17 | 1,70+0,83 | 0,380 | 1,76+0,86 | 1,77+0,70 | 0,784 | 0,528
AIP 1,62+1,20 | 1,43+0,97 | 0,686 | 1,43+0,94 | 1,33+0,71 | 0,849 | 0,483

Posle 8 nedelja dijetarne intervencije lososom i suplementom, nije bilo statisticki znacajne
promene u lipidnim parametrima u serumu. TG su bili jedina lipidna komponenta koja se
znacajnije smanjila i to samo posle intrevencije lososom, mada i ta promena nije dostigla
statisticku znacajnost. lako je zabelezeno smanjenje TG za 15% u grupi L rezultiralo
smanjenjem AIP za 11,7%, ove promene nisu dostigle statisticku znacajnost.

Dislipidemija je poznat faktor rizika za razvoj ateroskleroze i usko je povezana sa
povecanjem endotelijalne disfunkcije. Pokazano je u ranijim istrazivanjma da n-3 PMK
mogu povecati ukupan holesterol za 5% do 10% i smanjiti TG za 20% do 50% (169, 170).
Generalno, n-3 PMK se koriste pre svega zbog njihove sposobnosti da smanjuju
koncentraciju TG (171).

Ispitanici u na$oj studiji su imali umereno povecane vrednosti ukupnog holesterola, LDL-h
1 TG na pocetku studije i preporuene doze za ribu i suplemente nisu dale statisticki
zna€ajne promene lipidnih parametara, iako je pozitivan trend u redukciji TG potvrden u
grupi L. Ovi rezultati su u saglasnosti sa drugim autorima, koji nisu zabelezili relevantne
promene u nivou ukupnog holesterola i TG kod zdravih ispitanika posle 6 nedelja
intervencije sa 927 mg EPA+DHA (172) i posle 8 nedelja intervencije sa 1200 mg
EPA+DHA (173). Razlike u snizenju TG koje su zabelezene u grupi L i grupi S mogu biti

objasnjene ve¢om pocetnom koncentracijom TG u grupi L u odnosu na grupu S (2,01
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mmol/L vs 1,76 mmol/L) i ve¢im dnevnim unosom ukupnih n-3 PMK lososom u
poredenju sa suplementom (1206 mg/dan vs 704 mg/dan). Izgleda da se efekti na TG mogu
oc¢ekivati pri njithovim veéim pocetnim koncentracijama, ali i pri unosu ve¢ih doza n-3
PMK (32). EFSA je autorizovala zdravstvenu izjavu koja se odnosi na redukciju TG pri
unosu 2 g EPA 1 DHA, sto je koli¢ina koja se ne moze posti¢i unosom koji odgovara
dijetarnim preporukama za ove masne Kkiseline. lako smanjenje TG za 15% posle
intervencije lososom nije dostiglo statisticku znacajnost, 15% smanjenja moZe imati
klini¢ki znacaj, $to potvrduje racionalnost korisé¢enja ribe i ribljeg ulja u regulisanju ovog

faktora rizika u opstoj populaciji.

4.2.5 Uticaj konzumiranja ribe i suplementa na biomarkere inflamacije

Imaju¢i u vidu Ccinjenicu da je endotelijalna disfunkcija najranija manifestacija
ateroskleroze u koju su ukljuéeni inflamacija i oksidativni stres u svim fazama koronarnog
aterosklerotskog razvoja, markeri inflamacije kao $to su sICAM-1, sVCAM-1 i CRP su
od posebnog znacaja (174). Postoje malobrojni podaci da ovi parametri mogu biti
regulisani masnim kiselinama. Koncentracije inflamatornih markera u serumu sICAM-1,
sVCAM-1 i CRP pre i posle intervencije su prikazane na slici 24.

Nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika nakon obe intervencije, ali neki trendovi su se ipak
pokazali. Koncentracija sSICAM-1 se umereno smanjila posle obe intervencije, dok su
koncentracije SVCAM-1 i CRP bile neznatno vece posle intervencije lososom i nize posle
intervencije suplementom u poredenju sa pocetnim vrednostima. Nedostatak direktne
povezanosti izmedu unosa n-3 PMK iz razliitih izvora i SICAM-1 je u saglasnosti sa
retkim prethodnim studijama, koje su pokazale neznacajne promene nakon primene mnogo
ve¢ih doza EPA+DHA (175-177). Paulo i saradnici (167) su takode pokazali da se
koncentracija SICAM-1 nije promenila, ali da se koncentracija SVCAM-1 znaéajno
povecala posle 8 nedelja intervencije lososom koji je obezbedivao 3003 mg/dan n-3 PMK i
suplementom koji je obezbedivao 1418 mg n-3 PMK dnevno. Povecanje nivoa sVCAM-1
je potvrdeno u studiji u kojoj su zdrave Zene uzimale 6,6 g/dan n-3 PMK, ali ne i u grupi
koja je uzimala 2 g/dan tokom 12 nedelja (175). Nasi rezultati podrzavaju moguc¢i dozno-
zavisni efekat n-3 PMK na sVCAM-1 s obzirom da niske koli¢ine primenjene u nasoj

studiji nisu pokazale efekat na ovaj parametar.
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Slika 24. Koncentracije sSICAM-1, sVCAM-1 i CRP pre i posle 8 nedelja dijetarne
intervencije lososom i suplementom (tacke: L1-losos pre, L2-losos posle, S1-suplement
pre, S2-suplement posle). VVrednosti su prikazane kao medijane i interkvartlini opseg.
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Obe intervencije u nasoj studiji nisu pokazale znac¢ajan uticaj na nivo CRP u plazmi, §to je
u saglasnosti sa rezultatima dobijenim u studijama Vega-Lopez i saradnika (178) i Madsen
I saradnika (179) koji nisu dobili promene u serum CRP nivou, mada su neke druge studije
pokazale smanjenje koncentracije CRP u serumu sa niskim dozama n-3 PMK. Generalno
je prihvacéeno da efekti n-3 PMK na CRP pokazuju veliku varijabilnost (180).

Adhezione molekule i CRP koji su prac¢eni u naSoj studiji su samo deo inflamatornog
odgovora. Cesto ispitivani inflamatorni markeri u mnogim studijama su i drugi adhezioni
molekuli kao E-selektin ili P-selektin, zatim citokini IL-6, IL-1a, IL-1p, TNF-a i hemokini
(MCP-1, GM-CSF, IL-8). Pot i saradnici (181) nisu postigli promene u koncentracijama
ovih parametara sa dozama od 700 mg EPA + 560 mg DHA posle 12 nedelja
suplementacije. Kalley i saradnici (182) su pokazali smanjenje IL-6 i GM-CSF nakon 3
meseca suplementacije sa 3 g DHA-ulja. I u drugim studijama u kojima je obuhvaéeno
ispitivanje viSe inflamatornih markera sa znacajnim bioloskim funkcijama niske doze EPA

i DHA uglavnom nisu dale znacajne promene u njihovim koncentracijama (183, 184).

4.2.6 Uticaj konzumiranja ribe i suplementa na biomarkere oksidativnog stresa

Disbalans izmedu stvaranja reaktivnih Kkiseonikovih jedinjenja i antioksidativne zastite
vodi ka oksidativnom stresu i oksidaciji LDL-h (185). Povoljan efekat reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta javlja se samo u niskim fizioloskim koncentracijama, dok njihova
hiperprodukcija moze izazvati oSteCenje Celija. Povecan oksidativni stres je ukljuen u
razvoj aterosklerotskog procesa i jedan je od faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih
bolesti.

Poznato je da su dugolancane PMK sklone peroksidaciji usled produkcije slobodnih
radikala ukljucujuéi reaktivna kiseonikova jedinjenja, pa duzina i broj dvostrukih veza
imaju veliki uticaj na oksidativni kapacitet masnih kiselina (186, 187). S druge strane,
studije su pokazale da PMK neutralisu oksidativni stres (188), tako da je uloga PMK u
prooksidativnom/antioksidativnom balansu jo$ uvek kontraverzna.

U naSoj studiji za procenu oksidativno/prooksidativnog kapaciteta plazme izabrane su
superoksidni anjon (Oz"), MDA i TAS. Soperoksidni anjon se smatra klju¢nim parametrom
u oksidativnom stresu, dok je MDA krajnji produkt lipidne peroksidacije i koristi se kao
najpouzdaniji i Siroko koris¢en indeks oksidativnog stresa. TAS se uspesno koristi kao
pokazatelj sposobnosti organizma da neutraliSe oksidativni stres, s obzirom da TAS

reprezentuje razlicite komponente plazme sa redukcionim kapacitetom. Dinamika ukupnih
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promena analiziranih parametara oksidativnog stresa (Oz-, MDA, TAS) tokom intervencije
prikazana je na slici 25.

Koncentracija Oz se povecala za 29% u grupi L $to je bilo statisticki znacajno (p=0,025) i
9,5% (p=0,218) u grupi S nakon intervencije. lako je zabeleZeno i poveéanje nivoa MDA
posle intervencija lososom i1 suplementom to povecanje nije bilo statistiCki znacajno
(p=0,188 1 p=0,869, redom). Neenzimska antioksidativna zastita, TAS koncentracija, se
umereno smanjila posle obe intervencije, sto takode nije dostiglo statisticku znacajnost
(p=0,307 u grupi L i p=0,246 u grupi S).

Rezultati su pokazali da su obe intervencije u naSoj studiji dovele do blagog 1 neznacajnog
povecanja koncentracije parametara oksidativnog stresa (Oz2™ i MDA) i redukovale TAS u
odnosu na pocetne vrednosti. Intervencija lososom je jedina pokazala znaajan
prooksidativni efekat kroz povecanje Oz  tokom trajanja studije. Zabelezeni disbalans
slobodnih radikala je verovatno neutralisan drugim protektivnim faktorima, tako da nije
zabeleZeno znacajno povecanje koncentracije MDA.

Intervencija lososom je pokazala vec¢i prooksidativni efekat tokom trajanja studije, Sto se
moze objasniti ve¢im sadrzajem n-3 PMK u lososu (189, 190). Ovaj efekat se smatra da je
u fizioloskim granicama kada se uzmu u obzir rezultati iz literature dobijeni u nasoj
populaciji kod zdravih ispitanika srednjih godina (191) i verovatno je deo zastitnog
mehanizma koji omogucava antioksidativnu ekspresiju gena kao reakciju odbrambenog
sistema da smanji lipidnu peroksidaciju (192). U naSoj studiji TAS se umereno smanjio
posle obe intervencije, ali to nije bilo statisticki znacajno. Povecan utroSak faktora
antioksidativne zaStite se moze ocekivati kod povecanog nivoa ugradnje n-3 PMK u
bioloske membrane tokom intervencije, i to bi moglo da bude objasnjenje za ovo

smanjenje u merljivoj antioksidativnoj odbrani (47).
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Slika 25. Koncentracije Oz, MDA i TAS pre i posle 8 nedelja dijetarne intervencije
lososom i suplementom (tacke: L1-losos pre, L2-losos posle, S1-suplement pre, S2-
suplement posle). Vrednosti su prikazane kao medijane i interkvartlini opseg. Statisitcka
znacajnost, p<0,05 (*).

87



4.3 Korelacije

Koeficijent korelacije izmedu plazma n-3 PMK i serum lipida, markera inflamacije i
parametara oksidativnog stresa prikazan je u Tabeli 27.

Uprkos nerelevantnim promenama u markerima inflamacije posle intervencije lososom i
suplementom, ustanovljena je znaCajna negativna korelacija izmedu plazma n-3 PMK i
SICAM-1 i CRP tokom perioda intervencije. Ovaj rezultat sugeriSe da unos n-3 PMK u
preporu¢enim dozama moze biti koristan zbog uticaja na ekspresiju sSICAM-1/CRP i da
doprinosi odrzanju nivoa inflamacije u vaskularnom endotelijumu u fizioloskim
granicama.

Relevantna pozitivna korelacija je nadena izmedu plazma n-3 PMK i Oz §to ukazuje da
unos dugolan€anih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina u koli¢inama koje slede
dijetarne preporuke uti¢e na povecanje bioloske oksidacije, ali da su te promene u okvirima

fizioloskog odgovora.

Tabela 27. Korelacije izmedu plazma n-3 PMK (n=140) i markera inflamacije i parametara
oksidativnog stresa pre i posle 8 nedelja svake intervencije lososom i suplementom tokom
trajanja studije

UH | HDL | LDL TG |sVCAM-1 |[sICAM-1| CRP Oy MDA | TAS
EPA -0,119 | 0,057 | -0,152 | -0,145 0,063 -0,048 | -0,143* | 0,009 | -0,066 | 0,177
DHA -0,109 | 0,065 | -0,098 | -0,118 -0,050 -0,077 | -0,225* | 0,139 | -0,015 | 0,027
EPA+DHA | -0,123 | 0,078 | -0,118 | -0,141 -0,024 -0,146 | -0,231* | 0,105 | -0,025 | 0,095
>n-3MK | -0,121 | 0,053 | -0,128 | -0,104 -0,066 -0,186* | -0,227* | 0,176* | -0,037 | 0,127

*StatistiCka znacajnost p < 0,05.
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5 ZAKLJUCCI

U ovom radu ispitivan je uticaj n-3 DLPMK iz dva razli¢ita dijetarna izvora primenjenih u
koli¢inama koje prate vazece dijetarne preporuke na faktore kardiovaskularnorog rizika

kod zdrave populacije srednjih godina. 1z dobijenih rezultata zakljucili smo sledece:

a) Procena kvaliteta komercijalno dostupne re¢ne, morske ribe i dijetetskih suplemenata
sa uljem riba kao dijetarnih izvora dugolancanih n-3 masnih kiselina:

+ SadrZaj n-3 masnih kiselina se mora posmatrati u odnosu na sadrzaj lipida ribe, jer
je ovaj parametar u boljoj korelaciji sa sadrzajem n-3 MK u odnosu na procentualni
udeo n-3 MK u ukupnim masnim kiselinama i u odnosu na poreklo ribe (re¢ne,
morske, gajene);

+ Sve vrste reéne ribe imale su relativno nizak sadrzaj lipida (do 3,5%) - dobijene
vrednosti su bile znac¢ajno nize u odnosu na odredene vrste morske ribe, mada se
generalno pravilo da morske ribe imaju vise lipida ne moze postaviti zbog primera
osli¢a i tune koje su imale manje lipida od vecine ispitanih re¢nih riba;

* Najveci prose€an sadrzaj ukupnih lipida medu morskim ribama naden je u skusi,
sardini 1 lososu a najmanji u tuni i oslicu. U svim ispitivanim uzorcima recne i
morske ribe, osim u skusi, uocen je veci sadrzaj nezasic¢enih nego zasi¢enih masnih
kiselina.

* Sadrzaj n-3 PMK u 100 g jestivog dela ribe bio je najve¢i u uzorcima skuse, sardine
ilososa (> 3 g), a najmanji u uzorcima recne ribe, osli¢a i tune;

+ U svim uzorcima ribe DHA je bila prisutna u vecoj koli¢ini u odnosu na EPA.
Raspon odnosa DHA/EPA se kretao od oko 1 za uzorke sardine i deverike do 10 za
uzorke tune, Sto ukazuje da kolicina DHA u prirodnim uzorcima viSestruko
nadmasuje koli¢inu EPA,;

* Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da je meso re¢nih riba slabiji
dijetarni izvor n-3 DLPMK u odnosu na morske ribe, ali da je kvalitativni sastav
ukupnih lipida kao i polinezasi¢enih masnih kiselina uporediv sa kvalitativnim
sastavom lipida i masnih kiselina kod najkvalitetnijih morskih riba;

+ Anketom koja je sprovedena u apotekama ustanovljeno je da su tokom 2012.
godine 42 dijetetska suplementa sa uljem riba kao izvorom n-3 DLPMK bila
prisutna na trziStu Srbije. Od ukupnog broja preparata 31% poticao je od
proizvodaca iz Srbije, a 69% preparata je bilo uvezeno. Od ukupnog broja preparata

62% su bili monokomponentni, a 38% polikomponentni preparati;
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+ Uobicajen odnos EPA/DHA u vecéini preparata je bio 3:2, a za samo 12% preparata
je na deklaraciji bio naznacen hemijski oblik, od ¢ega Su u 7% preparata korsceni
etil-estri i u 5% trigliceridi;

+ Koli¢ina ribljeg ulja u jednom doziranom obliku veoma je varirala, od 0,1-1 g, kao
Sto su varirali 1 preporuceni nac¢ini uzimanja. Koli¢ina koncentrovanog precis¢enog
ribljeg ulja koja se preporucuje kao dnevni unos se kretala u Sirokom rasponu od
400 mg do 2000 mg, obi¢no podeljena u 1 do 3 doze dnevno. U samo tri preparata
najznacajniji aktivni princip bila je DHA, u jednom ALA i u 11 preparata je
osnovni aktivni princip bila EPA,;

+ Sadrzaj i odnos EPA i DHA u veéini analiziranih proizvoda se razlikovao u odnosu
na koli¢inu 1 odnos u prirodnim izvorima, osim u proizvodima koji su namenjeni

specifi¢no zastiti zdravlja oka, mozga, i kao dopuna ishrani trudnica 1 dojilja;

b) Ispitivanja efekata dijetarne intervencije dva odabrana izvora n-3 masnih kiselina
(losos i suplement) na faktore kardiovaskularnog rizika kod zdrave populacije srednjih
godina:

+ Posle 8 nedelja intervencije u kojoj su primenjena dva seta dijetarnih preporuka za
unos n-3 DLPMK zabelezeno je znacajno povecanje ukupnih n-3 PMK, EPA i
DHA u plazmi kod svih ispitanika (p<0,05);

+ Povecanje ukupnih n-3 PMK koje je dobijeno posle 8 nedelja intervencije lososom
bilo je ve¢e u poredenju sa suplementom, i ova razlika je bila statisticku znacajna
(p<0,05);

+ Posle obe intervencije, zabeleZeno je znacajno povecanje nivoa EPA i DHA i u
eritrocitima 1 trombocitima, pri ¢emu je porast nivoa EPA nakon koriS¢enja
suplementa bio statisticki veci u eritrocitima u poredenju sa lososom (p = 0,049). U
trombocitima se sadrzaj EPA povecao posle obe intervencije, s tim $to je posle
intervencije suplementom porast bio neznacajno veci;

*+ Koncentracija DHA se u eritrocitima i u trombocitima povecala vise nakon
konzumiranja lososa, ali uoc¢ene razlike izmedu primenjenih intervencija nisu imale
statistiCku znacCajnost;

+ U eritrocitima i trombocitima je EPA imala tendenciju brze ugradnje u poredenju sa
DHA, ali je DHA pokazala ve¢i stepen ugradnje u trombocite nego u eritrocite

tokom obe primenjene intervencije;
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Nakon obe intervencije ugradnja n-3 PMK u trombocite nije promenila udeo tri
glavne masne kiseline u ukupnom sastavu (palmitinske, linolne i arahidonske), dok
su ukupne n-3 PMK znacajno povecale (p<0,05);

Nivo poveéanja pojedina¢nih dugolanc¢anih n-3 masnih kiselina u eritrocitima i
trombocitima odgovarao je razlikama u njihovom ostvarenom unosu u obe
primenjene intervencije, dok na povecanje ukupnog sadrzaja n-3 masnih Kiselina
dijetarni izvor nije imao statistiCkog znacaja,

Na osnovu vrednosti omega-3 indeksa, ispitanici su na pocetku istrazivanja bili
svrstani u grupu sa umerenim kardiovaskularnim rizikom;

Posle obe intervencije vrednosti za omega-3 indeks su se povecale za oko 24 %, ali
nisu postignute ciljne vrednosti koje prema literaturi imaju najveci
kardioprotektivni efekat (8%);

Posle 8 nedelja dijetarne intervencije lososom 1 suplementom, nije bilo statisti¢ki
znacCajnih promena u svim ispitivanim lipidnim parametrima u serumu,

Trigliceridi su bili jedina lipidna komponenta ¢ije je smanjenje imalo klinicku
znacajnost (15%) 1 to samo posle intrevencije lososom, mada ta promena nije
dostigla statisticku znacajnost (p = 0,380);

Ispitivanje efekata nutritivno relevantnih koli¢ina n-3 DLPMK na odabrane faktore
inflamacije je pokazalo da se nakon 8 nedelja oba dijetarna tretmana koncentracija
SICAM-1 umereno smanjila (p>0,05), dok su koncentracije SVCAM-1 i CRP bile
neznatno vece posle intervencije lososom 1 nize posle intervencije suplementom u
poredenju sa pocetnim vrednostima (p>0,05);

Rezultati su pokazali da su obe intervencije dovele do malog i neznaajnog
povecanja koncentracije parametara oksidativnog stresa Oz~ i MDA, i neznacajno
redukovale TAS u odnosu na pocetne vrednosti;

Intervencija lososom je jedina pokazala znaCajan prooksidativni efekat kroz
povecanje Oz~ tokom trajanja studije (p = 0,025);

Ustanovljena je znafajna negativna korelacija izmedu nivoa n-3 PMK u plazmi i
sICAM-1 i CRP tokom perioda intervencije. Relevantna pozitivna korelacija je
nadena i izmedu nivoa n-3 PMK u plazmii Oz ;

I pored toga Sto primenjene dijetarne intervencije nisu modifikovale parametare
kardiovaskularnog rizika na nivou statisticke znacajnosti, uoceni trendovi ukazuju

da dugotrajno konzumiranje n-3 PMK u okvirima dijetarnih preporuka moze
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koristiti u odrzanju kardiovaskularnog zdravlja i da izvor n-3 PMK nije od

presudnog znacaja za konacne efekte.
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e [a NpeasoXKeHa AucepTaumja y LeSVHW HU Yy OeNoBUMA Huje buna npeasioxeHa 3a
Jobujarbe 6M0 Koje gunaome nNpema CTYAUjCKMM NPOrpammMma Apyrmx BUCOKOLLKOICKUX

YyCTaHOBa,
® [a Cy pe3ynTaT KOPEKTHO HaBeAEHMU U

® [a HMCaM KpLMO/na ayTopcKa NpaBa M KOPMUCTMO MHTENIEKTYaIHYy CBOjUHY APYrnX AnLa.

MoTtnuc poKTopaHaa

g/rw\,i &éal{»ﬁ,

Y beorpaay, 15. 6. 2014.




Mpwvnor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTMU LUTAMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme 1 npesmnme aytopa bypuunh MBaHa

bpoj ynuca

Cryamjckm nporpam _JIOKTOpCKe akagemcke ctyamje us bpomatonoruje

Hacnos paga YTnuaj omera-3 MacHUX KNCEIMHA U3 Pa3NNYUTUX AN|E€TapPHUX N3BOPa Ha

daKTOpe p13MKa 3a pa3Boj KapAMOBaCKYIapPHUX 6ONECTN KO4 NCNNTAHUKA CpeaHb WX roAMHa

MenTop [p Cnahana Lobajuh, pesosHu npodecop, YHneepsuTeT y beorpaay, PapmaLeyTcku

Qa Kynrtert

Motnucann bypuyunh UBaHa

u3jaB/byjemM Aa je WwTamnaHa Bep3nja MOr AOKTOPCKOr paZa UCTOBETHA €/IEKTPOHCKOj BEP3Uju Kojy
cam npepao/na 3a objaB/bMBatbe Ha nopTany AurutanHor penosutopujyma YHuBepsuTterta y
beorpaay.

[o3BosbaBam Aa ce objaBe MOjU NYHU NoAaLM Be3aHM 3a AobuWjatbe akaJeMCKor 3Batba AOKTOpa
HayKa, Kao LUTO Cy Mme 1 nNpesume, roguHa n mecto pohera 1 gaTym oabpaHe paaa.

OBM NIMYHM nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MpPEXKHUM CTpaHULama AurMTanHe 6ubnunoteke, y
€/1eKTPOHCKOM KaTasiory 1 y nybaunkauujama YHusepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc aoKTopaHAaa

g/rm;wvzi &éa v

Y beorpagy, 15.6.2014.




Mpwnor 3.

U3sjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6ubamnoteky ,Cseto3ap Mapkosuh® pa y  Ourutantu
peno3sutopunjym YHuBsepsuTeTa y beorpaay yHece mojy LOKTOPCKY ANCEPTaLMjy Nog HACOBOM:

YTnuaj omera-3 MacHUX KMCENMHA U3 Pa3/INYMTUX ANjeTapHMX M3BOpA Ha daKTope PU3NKa 3a

pa3B0Oj KapAMoBaCcKy/lapHMUX 60NeCTU Koa UCMUTaHUKa cpearbUX roAMHa

KOja je Moje ayTOpCKO aeno.

AvcepTaumjy ca CBMM NpUN03MMa Npeaao/na cam y enekTpoHcKom GopmaTy NorogHom 3a TpajHo
apxuBupatbe.

Mojy OOKTOPCKY AncepTaumjy noxparbeHy y AurntanHu penosmtopmjym YHuBepsnuteTa y beorpaay
MOTY Aa KOpUCTe CBM KOju NowTyjy oapenbe cagp:kaHe y ogabpaHom Tvny nmueHue KpeatusHe
3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogay4dmo/na.

1. AytopcTBo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPUMjANHO

3. AyTopcTBO — HEKOMepUuMjaaHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — AeNUTU NoA UCTUM YCIOBMMA
5. AyTopctBo — 6e3 npepage

6. AyTOpCTBO — AENUTU N0 UCTUM YCI0BUMA

(Monnmo pa 3a0KpyKUTE Camo jedHy o4, WecT NoHyheHUX AnuUeHUM, KpaTak Onuc ULEHLM AaT je
Ha nonehuHn nucra).

MoTnuc pokTopaHAaa

Y beorpagy, 15.6.2014.

5ﬁ wowd, Ubawa




1. AytopctBo - [do3BO/baBaTe YMHOMaBakbe, AUCTPUOYLMjy M jaBHO caomnwTaBarbe nena, U
npepaze, ako ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HayuuH ogpeheH o4 CTpaHe ayTopa MAM Aasaoua
NNUEHLE, YaK M Y KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcioboaHM]ja 04 CBUX NLLEHUM.

2. AyTOopCcTBO — HeKkomepuwujanHo. [lo3Bo/baBaTe YMHOMaBatbe, AUCTPUOYUMjy U  jaBHO
caonwuTaBakbe Aena, M Npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HAuMH oapeheH o cTpaHe ayTopa
nnn pasaoua nuueHue. OBa IMLEHLA He A03B0O/baBa KOMepUMjanHy ynotpeby aena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepUMjanHo — 6e3 npepage. [1o3Bo/baBaTe YyMHOMXKaBakbe, ANCTPUOYUNjy U
jaBHO caonwTaBakbe Aena, 6e3 npomeHa, npeobsnKoBara uan ynoTpebe aena y cBOm geny, ako
ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuMH oapeheH of cTpaHe ayTopa WM pgasaoua auvueHue. OBa
IMUEeHUa He 003BO/baBa KOMepUuKjanHy ynotpeby gena. Y ogHOCy Ha CBe OCTasie /IMLEHLE, OBOM
JINLUEHLLOM ce orpaHuyaBa Hajsehn obum npasa Kopuwhera aena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMEPLUMUjANHO — AENUTU NOA UCTUM yCioBMMA. [103BO/baBaTe YMHOXaBakbe,
ONCTpMBbYLUMjy M jaBHO caomnwTaBake Aena, M npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HayuH
oApeheH oA cTpaHe ayTopa MM AaBaola JIMLEHLE W aKo ce npepaja AUcTpubympa nog McTom
WKW CIMYHOM NiueHL.oM. OBa IMLEHL,A He [,03B0O/baBa KoMepLmjanHy ynotpeby aena v npepasa.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lo3Bos/baBaTe yMHOXKaBarbe, AUCTPUOYLMjY M jaBHO caonliTaBakbe
aena, 6e3 npomeHa, npeobnvkoBarwa MAM ynotpebe gena y CBOM ey, aKO ce HaBene ume
ayTopa Ha HauuH ofpeheH of cTpaHe ayTopa Wau Aasaoua aAunueHue. OBa AnLEHLA A03BO/baBa
KomepuujanHy ynotpeby aena.

6. AyTOpCTBO - A€AUTU NOA, UCTUM ycoBUMA. [103BO/baBaTe YMHOMKaBakbe, ANCTPUBYLU]Y 1 jaBHO
caorniwTaBakbe gena, v Nnpepaae, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa
WAV AaBaola NMLEHLE M aKko ce npepaga Anctpnbympa nog UCTOM UAKU CAMYHOM nnLeHuom. OBa
NMUEHUa [03BO/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CiavyHa je copTBepcKUM
NIMLEHLAaMa, 04HOCHO INLLeHLLaMa OTBOPEHOT KoAa.



