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Résumé

Ce travail concerne le statut en vitamines, ainsi que les facteurs associés, s€lénium, zinc et marqueurs
de stress oxydant. Les lignes directrices générales ont été de décrire le statut en vitamines de groupes
de population considérés a risque de déficience, de rechercher les principaux déterminants de ce statut
- en précisant plus particulierement le role de l'alimentation, de la prise de suppléments vitaminiques,
de la consommation d’alcool, de tabac et de médicaments - et enfin, d’estimer les relations entre le
statut en vitamines et les capacités immunitaires.

Statut en vitamines de groupes de population - Au cours de ces différentes études, nous avons
pu décrire la consommation alimentaire et les apports en nutriments antioxydants de groupes de
population : obeses, buveurs excessifs et alcooliques, fumeurs, personnes agées et adolescents. Parmi
les individus étudiés, un certain nombre a des apports nutritionnels déséquilibrés et des apports
vitaminiques qui ne permettent pas, sur des périodes prolongées, de maintenir des stocks corrects ou
de répondre a un brusque accroissement des besoins.

Alimentation et autres facteurs déterminants - Dans ces différents groupes de population,
nous avons recherché les principaux déterminants des indicateurs biologiques de statut vitaminique.
Les apports alimentaires en P-caroténe, a-tocophérol et acide ascorbique sont corrélés avec les
niveaux plasmatiques de chacune de ces vitamines. Les autres déterminants mis en évidence sont : la
consommation de tabac et d’alcool, l'indice pondéral, les lipides plasmatiques, le sexe et les stades de
croissance.

Effet de la consommation d'alcool et de tabac - Nous avons particuliérement exploré
I'influence de l'alcool et du tabac. Chez les buveurs excessifs et les fumeurs, le comportement
alimentaire est plus traditionnel et éloigné des recommandations diététiques : plus de viande et
produits carnés et moins de laitages, de fruits et de Iégumes. En terme d’apports nutritionnels, ceci se
traduit par une ration journaliére pauvre en B-caroténe et vitamine C. Concernant la vitamine E, la
vitaming C, les caroténoides et le sélénium, les concentrations plasmatiques diminuent
significativement avec la consommation d’alcool ; avec en paralléle des concentrations de marqueurs
de stress oxydant plus élevées. Chez les fumeurs, les concentrations de vitamine C et de B-caroténe
plasmatiques sont diminuées et inversement corrélées a la quantité de cigarettes fumées.

Effet de la supplémentation en vitamines - Les 3 essais de supplémentation randomisés, portant
respectivement sur des personnes dgées vivant a2 domicile ou en long séjour et des adultes d’dge
moyen, ont montré que l'on peut, avec des doses nutritionnelles, diminuer les risques de déficience.
L’administration de vitamines C et E, de [B-caroténe, de zinc et sélénium fait augmenter les
concentrations plasmatiques de ces micronutriments respectifs. On observe le méme phénomeéne pour
les vitamines du groupe B (Bl, B2, B6 et folates). La prise de sélénium, seul ou avec d’autres
micronutriments, est également associée a des activités accrues de la glutathion péroxydase dans les

érythrocytes.

Relations statut en vitamines, marqueurs immunologiques et infections - La prise d'un
supplément multivitaminique sur 4 mois ne permet pas de réduire le nombre d’infections déclarées
chez les sujets dgés. Auparavant, nous avions montré, sur un échantillon transversal de personnes
dgées que les concentrations en vitamine E dans le plasma étaient négativement corrélées a la
fréquence des infections au cours des 3 derniéres années.

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence et de quantifier I'influence de déterminants
importants du statut antioxydant comme la consommation de tabac et d’alcool. Ces facteurs sont
impliqués dans des pathologies diverses et doivent étre pris en compte dans les études
épidémiologiques a visée étiologique. L'interaction de l'alcool et des composés de la fumée de
cigarettes sur le métabolisme des vitamines pourrait expliquer en partie I'échec des grands essais de

prévention par les antioxydants.
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Durant les 20 derniéres années, la place et I'importance des micronutriments antioxydants
dans la prévention de diverses maladies chroniques sont devenues un sujet majeur d’intérét
dans la communauté scientifique comme dans le grand public. Le point de départ de cette
aventure est ’hypothése de Peto et al. (1) sur I’effet protecteur potentiel du [-caroténe de
’alimentation contre le cancer dii principalement 4 ses activités antioxydantes. Par la suite, la
recherche fondamentale, clinique et épidémiologique, a fourni tout un faisceau d’arguments,
d’une part, sur le role des phénoménes oxydants dépendant des métabolites réactifs de
’oxygéne dans le cancer, la pathologie cardiovasculaire et la cataracte et, d’autre part, sur
Peffet protecteur possible des nutriments antioxydants comme le B-caroténe, la vitamine C, la
vitamine E, le sélénium et le zinc, mais aussi les flavonoides et d’autres substances apportées
par les fruits, le thé, les graines oléagineuses et le vin.

De nombreux arguments €pidémiologiques issus d’études transculturelles, cas-témoins ou de
cohortes sont en faveur du role potentiel des antioxydants alimentaires dans la prévention des
maladies cardiovasculaires. Les principales revues de la littérature, dont la notre présentée a la
suite, (P1,2-8) montrent que les individus qui consomment des quantités importantes de
vitamine E - provenant de 1’alimentation mais aussi des suppléments vitaminiques - ont un
risque de coronaropathie et d’attaque diminué comparativement a ceux qui ont des apports
bas. On observe généralement la méme tendance pour le B-caroténe et la vitamine C mais les
données sont plus hétérogenes. Les études d’observation qui reposent sur les indicateurs
sanguins de statut en vitamines E, C et -caroténe conduisent aux mémes conclusions.

Cependant, les essais randomisés de prévention primaire portant sur de larges échantillons et
comportant des suppléments en antioxydants n’ont pas confirmé les conclusions des études
d’observation : la consommation de suppléments en vitamine E et $-caroténe n’apporte pas de
bénéfice en terme de morbidité et mortalité cardiovasculaire et peut méme avoir des
conséquences néfastes chez les individus a risque comme les fumeurs (9-11). Une méta-
analyse récente basée sur les 4 principaux essais de prévention (9-12) a montré que
I’augmentation du risque de mortalité cardiovasculaire est de 12 % (intervalle de confiance a
95 % : 4 a 22 %) ; les études de cohortes concluant a une réduction du risque de 31 %
(intervalle de confiance a 95 % : 41 a 20 %) (13). En ce qui concerne la vitamine C, le risque
de mortalité toutes causes, calculé a partir de 3 essais randomisés, est de 8 % (intervalle de
confiance a 95 % : -7 % a +26 %) chez la personne agée recevant 150 mg a 200 mg d'acide
ascorbique pendant 6 mois environ (14).

Dans le domaine de la prévention secondaire, I'étude CHAQOS (Cambridge Heart Antioxidant
Study) a montré une réduction des récidives d’infarctus du myocarde non mortel de 77 %
apres la prise journaliere de 400 a 800 UI de vitamine E pendant un an et demi (15).
Cependant, ces résultats qui semblent prometteurs souffrent de plusieurs problémes
méthodologiques : groupes non équilibrés et suivi incomplet de courte durée (16). De plus,
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dans cet essai, le groupe de patients qui prenaient de la vitamine E présente un excés non
significatif de mortalit¢ générale et cardiovasculaire (17,18).

Depuis la publication de notre revue bibliographique, des analyses spécifiques de I’essai
Finlandais (ATBC) ont montré que ’incidence des récidives d’infarctus du myocarde chez les
fumeurs n’est pas diminuée avec la prise de vitamine E ou de B-caroténe (19). En revanche, la
mortalité par infarctus du myocarde est significativement plus élevée chez les sujets qui
prennent du [3-caroténe avec ou sans vitamine E (19). Egalement, I’essai ATBC a montré que
la supplémentation en vitamine E avait une influence mineure sur I’incidence de I’angor et
peu d’effet sur son évolution (20,21) ; la prise de B-caroténe n’ayant aucune action préventive
sur ces phénomenes. L’analyse séparée des cas d’infarctus mortels et non mortels a montré un
effet marginal (non significatif) de la vitamine E sur I’incidence de la mortalité par infarctus
(22). Tout derniérement, I’essai italien de prévention secondaire (GISSI) a également conclu
au manque d’effet de la prise de vitamine E (300 mg/j pendant 3,5 ans) sur les récidives de
maladies cardiovasculaires, fatales ou non, et sur la mortalité générale ou spécifique
cardiovasculaire (23).

En ce qui concerne le cancer, les données des quelques 200 études d’observation sont
particuliérement concordantes. Par exemple, sur 156 références portant sur la relation entre la
consommation de fruits et légumes et le cancer, exprimée en terme de risque relatif, 128
montrent un effet protecteur significatif quel que soit le site de la maladie - poumon,
oesophage, pancréas, estomac, colon et rectum, rate, voies aériennes supérieures, ovaires et
endométre et sein (24,25). Pour la plupart des cancers, le risque est doublé entre le dernier
quartile de consommation et le premier quartile. Les données portant sur les apports en
vitamines calculés a partir des enquétes de consommation ou les concentrations de
micronutriments dans le sang montrent également une relation inverse entre le risque de
cancer et le statut en micronutriments antioxydants : B-caroténe, vitamine C et vitamine E.
Les données de 1a littérature sur le B-caroténe montrent des relations inverses entre les apports
alimentaires ou le statut biologique et le risque de cancer du poumon, de ’estomac, de
I’cesophage, du colon et de I'utérus (26-28). Pour la vitamine C, on retrouve les principaux
sites : poumons, colon et rectum, sein, cesophage et voies aériennes supérieures, estomac (29-
31). Pour la vitamine E, la relation n’est retrouvée que pour quelques sites : estomac, colon,
poumons et sein (29,32).

Comme dans le cas de la pathologie cardiovasculaire, les résultats des 4 grands essais
randomisés de prévention primaire ont €té surprenants (4,28). L’étude ATBC (9) a montré un
exces de cancer du poumon de 16 % dans le groupe d’individus qui avaient consommé 20 mg
de P-caroténe pendant 5 a 8 ans ainsi qu’un excés de mortalité générale de 8 %,
comparativement au groupe placebo. Dans I’étude CARET (10), I'excés de mortalité est de
17 % chez les sujets qui ont pris un mélange de 30 mg de [3-caroténe et de 13664 "équivalents
rétinol" de palmitate de rétinyl pendant 4 ans ; ’exces de cancer du poumon est également
trés élevé (28 %). Ces 2 derniéres études portaient sur des fumeurs (ATBC et CARET) et des
travailleurs exposés a I’amiante (CARET). Au contraire, ’essai portant sur un échantillon de
22 000 médecins américains, non fumeurs a I’inclusion, n’a pas montré d’effet significatif
bénéfique ou néfaste de la prise de 50 mg de B-caroténe, tous les 2 jours pendant 12 ans (11).
Le dernier essai a concerné un échantillon de population chinoise issue d’une région ou
Pincidence des cancers de ’estomac et de ’cesophage est trés élevé (33). La prise de 15 mg
de B-caroténe, 30 mg de vitamine E et 50 ug de sélénium pendant 5 ans et plus a permis la
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réduction de la mortalité générale par cancer de 13 % et spécifique par cancer de I’estomac de
21 %.

L’effet bénéfique potentiel des vitamines antioxydantes vis-a-vis des pathologies chroniques
telles que celles décrites précédemment, repose sur des investigations épidémiologiques en
population générale. Comme on peut le suspecter, les méthodes de recueil des données sur le
statut nutritionnel (apports alimentaires et indicateurs biologiques) doivent étre adaptées a la
problématique, en particulier en ce qui concerne I’exactitude et la précision (34). La qualité
des tables de composition des aliments est un facteur clef de ce type d’études, en particulier
pour Destimation de la consommation des micronutriments antioxydants. Les autres
problémes que I’on peut rencontrer dans les études cas-témoins ou prospectives sont liés aux
facteurs de confusion qui sont associés, d’une part au statut nutritionnel et, d’autre part aux
phénomeénes de santé concernés. Ces facteurs sont bien souvent des composantes de mode de
vie - Uenvironnement des généticiens en opposition a I’inné : consommation d’alcool, de
tabac, de médicaments, de suppléments - mais aussi des facteurs sociodémographiques liés
aux comportements et attitudes vis a vis de la santé (35-37).

Notre travail, tout au long de ces derniéres années, se situe en amont des études
épidémiologiques a visée étiologique et a eu pour objectif de préciser ces différents facteurs
importants dans le domaine de I’épidémiologie de la nutrition.
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Objectifs

Objectif général

Notre travail concerne le statut en vitamines, en particulier en vitamines dites antioxydantes,
ainsi que les facteurs associés, sélénium, zinc et marqueurs de balance anti- et pro-oxydante.
Le champ d’investigation appartient a ’épidémiologie descriptive et analytique et se situe en
amont des grandes études épidémiologiques a visée étiologique. Tout au long de ces années,
la démarche générale a été de décrire le statut en vitamines de groupes de population
considérés a risque de déficience, de rechercher les principaux déterminants de ce statut - en
précisant plus particulierement le rdle des facteurs d’environnement, alimentation, prise de
suppléments vitaminiques, consommation d’alcool, de tabac et de médicaments - et, enfin,
d’estimer les relations entre le statut en vitamines et les capacités immunitaires. Dans ce
travail, nous avons utilis¢é 2 types de marqueurs épidémiologiques du statut en
micronutriments . la mesure des concentrations dans le sérum et/ou les érythrocytes et le
calcul des apports alimentaires & partir des données de consommation. Les cinq objectifs
spécifiques sont cités ci-aprés en faisant référence a chaque fois aux publications qui s’y
rattachent.




Objectifs

Objectifs spécifiques

Statut en vitamines de groupes de population :

Tout d’abord, nous avons décrit et publi¢ les valeurs fréquentes des techniques d’évaluation
du statut vitaminique dans un échantillon de sujets présentant, a priori, un risque de déficience
tres bas (P2, P3). En paralléle, nous nous sommes intéressés a deux groupes d’individus
susceptibles de présenter plus de risque de déficits . des obéses et des buveurs excessifs (P2,
P4). Par la suite, 2 autres populations considérées a risque au niveau nutritionnel, les
adolescents et les personnes agées, ont été étudiées (P9, P10).

Alimentation et autres facteurs déterminants :

Dans ces différents groupes de population — sujets de référence, obéses, buveurs, adolescents,
personnes agées — nous avons recherché les principaux déterminants des indicateurs
biologiques de statut vitaminique et en particulier la place de [’alimentation, de la
consommation de tabac, d’alcool, de médicaments et des transporteurs sanguins (P5, P9, P10,
Pil). '

Effet de la consommation d'alcool et de tabac :

Pour préciser I'effet de deux facteurs d’environnement trés fréquents dans nos échantillons de
population — la consommation d’alcool ainsi que celle de tabac — nous avons mis en place une
étude spécifique portant sur des alcooliques recrutés en service hospitalier et des sujets
témoins du Centre de Médecine Préventive. Cette enquéte comportait également un volet
longitudinal permettant d’estimer ’influence de I’arrét de I’alcoolisation sur le statut pro- et
anti-oxydant. (P6, P7, P8).

Effet de la supplémentation en vitamines :

L’effet de la supplémentation en micronutriments sur les indicateurs de statut nutritionnel et
les facteurs associés a fait I’objet de 3 essais cliniques randomisés portant respectivement sur
des personnes dgées vivant a domicile ou en long séjour et des adultes d’dge moyen. Les
doses de micronutriments ingérées correspondaient dans tous les cas a des niveaux proches
des apports recommandés (P13, P14, P15).

Relations statut en vitamines, marqueurs immunologiques et infections :

Ce travail a €t¢ initi€ sur un échantillon de personnes dgées en bonne santé sé€lectionnées au
Centre de Médecine Préventive afin d’estimer les relations entre le statut vitaminique,
quelques marqueurs immunitaires et la susceptibilité aux infections. Par la suite un essai
clinique de supplémentation a été mis en place pour vérifier les résultats de la premiére étude
(P12, P13).




Matériel et méthodes

Matériel et méthodes

Les résultats présentés dans cet ouvrage sont issus de 7 études portant sur des échantillons de
population collectés depuis 1979. Le descriptif succinct des différentes caractéristiques
- populations, criteres de sélection, indicateurs mesurés, outils de recueils, collaborations - est
résumé dans les tableaux 1 a 3. Les échantillons couvrent des tranches d’dge larges (depuis
I’adolescence jusqu’a un 4ge avancé) et prennent en compte les principaux facteurs
déterminants de la variabilité des indicateurs du statut, en particulier, la prise de suppléments
et la consommation d’alcool et de tabac.

Ces études ont ét€¢ menées soit uniquement au Centre de Médecine Préventive, soit dans
quelques centres de sélection, ou impliquent un grand nombre de services. Au cours du temps,
on remarque une évolution naturelle des méthodes de dosages et I’effort fait pour la remise a
jour des bases de composition des aliments.

Les suppléments qui ont été testés avaient des compositions proches des recommandations
(1a 2 fois les apports nutritionnels conseillés pour la population frangaise (ANC)). Les
tableaux 1 et 2 concernent les études transversales, le tableau 3 porte sur 3 études de
supplémentation en micronutriments antioxydants.
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Tableau 1 : Résumé des principales études sur le statut en vitamines effectuées depuis 1979 (I)

Libellé de I’étude

ESVITAF : Statut vitaminique des Francais -

Nutrition — immunité chez la PA

Type d’étude Transversale Transversale
Objectifs Descriptif des indicateurs du statut vitaminique Etude des relations entre les indicateurs du statut
Bl, B2, A, E, D et folates dans 3 groupes de vitaminique, les indicateurs de la fonction
population : témoins, obéses et buveurs excessifs | immunitaire et la susceptibilité aux infections chez
la personne 4gée
Date 1979 - 1982 1983 - 1985

Echantillon de population

396 hommes et 314 femmes

= 362 témoins (189 H, 173 F)

= 158 obéses (40 H, 118 F)

* 190 buveurs excessifs (167 H, 23 F)

291 personnes dgées
= 139 hommes
» 152 femmes

Critéres de sélection

= 18 — 44 ans, volontaires

= Frangais métropolitains

» Indemnes de maladie et antécédent pouvant
influencer 1°état de nutrition

= Sans médicament ni CO

= Témoins : IP<1,16, alcool<43g/j (H) ou <22 (F)

= Obéses : IP>1,16

= Buveurs : alcool>43g/j (H) ou >22g/j (F)

=60 —- 82 ans

= Vivant 4 domicile

= Volontariat

 Indemnes de cancer, polyarthrite inflammatoire,
maladie hépatique

= Indemnes de maladie et antécédent pouvant
influencer 1état de nutrition et I’immunité

Protocole

= Etude multicentrique

= Invitation des sujets dans le cadre des centres
d’examen de santé de Vandoeuvre (n=292) ¢t de
Lyon (n=148) et des consuliations de médecine
du travail & Nevers, Clichy et Meudon (n=210).

= Examen en 2 temps

= Etude sur 2 sites

= Invitation des sujets dans le cadre des centres
d’examen de santé de Vandoeuvre et de Metz.

= Examen en 2 temps : au centre d’examen de
santé et a domucile

Indicateurs biologiques de
statut en vitamines et
micronutriments

= B1 : activité transcétolase, a-ETK (1)
= B2 : a-EGR (2)

= Rétinol (3)

® 3-caroténe (3)

» Tocophérols totaux (4)

= 25-0OH-D (5)

 Folates — plasma et érythrocytes (6)

=Bl : «-ETK (7)

= B2: a-EGR (7)

= B6 : a-EGOT (7)

= Rétinol (8)

» (-caroténe (8)

» o-tocophérol (8)

» Acide ascorbique (9)

Autres indicateurs biologiques

Numération, fer, urée, glucose, TGP, GGT

Triglycérides, cholestérol, numération, formule,
sous-populations lymphocytaires (CDS, CDS,
CD4), test de lymphoprolifération 4 la PHA

Enquéte alimentaire

Journal de 7 jours

Journal de 7 jours

Tables de composition des
aliments (principales)

MacCance (24), Ostrowski (23), Randoin (26),
Renaud (27)

Souci (28)

Autres données

CSP, consommation de tabac et d’alcool,
anthropométrie

Consommation d’alcool, tabac et médicaments,
anthropométrie, fréquence des infections, test
d’hypersensibilité retardée 3 7 antigénes
(multitest)

Collaborations principales
externes au CMP

A Lemoine (CHR, Nevers)

M Bourgeay-Causse (Institut Pasteur, Lyon)
E Delacoux (Hopital Beaujon, Clichy)

L Miravet (Hopital Lariboisiére, Paris)

G Potier de Courcy (ISTNA, Paris)

J Zittoun (Hopital Henri Mondor, Paris)

G Brubacher (Hoffmann-La Roche, Bile)

M Chavance (INSERM U169, Paris)

N Musse (INSERM U308, Nancy)

G Vernhes (Centre d’examen de Santé, Metz)
C Janot (CTS, Nancy)

C Fournier (INSERM U283, Paris)

G Brubacher (Hoffmann-La Roche, Bile)

Publications

P2, P3, P4, PS5

P10, P11, P12

H : hommes, F : femmes, E : érythrocytes, P : plasma, PA : personnes dgées, CO : contraceptifs oraux, IP : indice pondéral, CSP : catégories
socioprofessionnelles, CMP : Centre de Médecine Préventive
o-ETK ,a-EGR ,a-EGOT : Coeflicient d’activation de 3 enzymes érythrocytaires (rapport = activité enzymatique aprés saturation/activité
basale), un coefficient bas et proche de 1 indique un bon statut vitaminique :

- Vitamine B1 ~ transcétolase (ETK) par la thiamine pyrophosphate (TPP)
= Vitamine B2 ~ glutathion réductase (EGR) par la flavine adénine dinucléotide (FAD)

- Vitamine B6 ~ oxaloacétate aminotranstérase (EGOT) par le pyridoxal-5-phosphate (PLP)
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Tableau 2 : Résumé des principales études sur le statut en vitamines effectuées depuis 1979 (II)

Libellé de ’étude Statut vitaminique des adolescents Alcool, tabac et statut antioxydant
Type d’étude Transversale Transversale avec un suivi de 3 semaines pour les
buveurs
Objectifs Descriptif des indicateurs en vitamines et en fer | Efude de I’influence de la consommation d’alcool
chez les adolescents et de tabac sur le statut anti- et prooxydant
Date 1988 - 1989 1990 - 1991
Echantillon de population 509 Enfants 562 hommes d’4ge moyen
» 263 gargons = 459 témoins
= 246 filles = 103 alcooliques en cure de sevrage de 21 jours

Critéres de sélection

= 10 - 13 ans, volontaires

» Frangais métropolitains

= Indemnes de maladie et antécédent pouvant
influencer 1”état de nutrition

= Sans CO

= Ne fumant pas

= 20 - 60 ans, caucasiens

* Volontariat

= Témoins : Indemnes de maladie pouvant
influencer |”état de nutrition

 Alcooliques : Indemnes de signe clinique et
biologique de cirrhose (indice de Child et Pugh),
dépendant selon I'échelle DSM I 3R

Protocole

= Sélection dans le cadre du Centre de Médecine
Préventive de Vandoeuvre
= Examen en 2 temps

= Etude sur 2 sites

= Sélection des témoins dans le cadre du Centre de
Médecine Préventive

= Inclusion des alcooliques au début de la cure de
sevrage du centre d’alcoologie du CHRU de
Nanecy

= 2 examens A 3 semaines pour les alcooliques

Indicateurs biologiques de
statut en vitamines et
micronutriments

=Bl : a-ETK (7)

= B2:a-EGR (7)

* B6 : a-EGOT (7)

= Rétinol (8)

= -tocophérol (8)

= f-caroténe (8)

» Folates —plasma et érythrocytes (6)
* Acide ascorbique (9)

= Rétinol (10)

= (3-caroténe, a-caroténe, lutéine, lycopéne,
zéaxanthine et béta-cryptoxanthine (11)

= ot-tocophérol (10)

= Acide ascorbique (9)

= Sélénium (12)

Autres indicateurs biologiques

Triglycérides, cholestérol, fer, transferrine,
ferritine, hémoglobine, protoporphyrine

érythrocytaire

Triglycérides, cholestérol, apolipoprotéines Al et
B, retinol binding protein (RBP),

GPX (13), SOD (13), MDA (14), bases de Schiff
(15), auto-anticorps anti-adduits de MDA (16)

Enquéte alimentaire

Histoire alimentaire avec I"aide des parents

Histoire alimentaire

Base de données de
comiposition des aliments

MacCance (24), Randoin (26), Renand (27)

MacCance (29), CIQUAL (30)

Autres données

Consommation de tabac et de médicaments,
anthropométrie, stades pubertaires selon Tanner,
masse grasse

Examen clinique, consommation d’alcool, tabac et
médicaments, anthropométrie

Collaborations principales
externes au CMP

L Dostalova (Hoffmann-La Roche, Bile)
S Hercberg (ISTNA, Paris)

F Paille, P Pirollet (Med. L, CRHU, Nancy)
P Grolier (INRA, Clermont-Ferrand)

Y Chancerelle (CRESSA, Grenoble)

J Arnaud (CHRU, Grenoble)

C Bourgeois (Produits Roche, Neuilly)

N Musse (INSERM U 308, Nancy)

Publications

P9

P6, P7, P8

Notes : cf. tableau 1
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Tableau 3 : Résumé des 3 essais cliniques de supplémentation en vitamines et minéraux

Libellé de Pétude

Supplémentation en
micronutriments chez la PA

Min ViT.Aex

Su.Vi.Max

Type d’étude Essai clinique, en double Essai clinique, en double Essai clinique, en double
aveugle, contre placebo aveugle, contre placebo aveugle, contre placebo
Objectifs Evaluation de I’effet d’une Evaluation de I’effet d’une Evaluation de Petfet d’une
supplémentation en vitamines et | supplémentation en vitamines et | supplémentation en vitamines et
minéraux sur certains indicateurs | minéraux antioxydants sur le minéraux antioxydants sur les
de la fonction immunitaire et la | statut nutritionnel et immunitaire | marqueurs du statut antioxydant
susceptibilité aux infections chez la PA chez ’adulte d’dge moyen
Date 1989 1992 - 1993 1993

Echantillon de population

218 personnes dgées
= 110 : groupe traitement
» 108 : groupe placebo

725 personnes dgées

= 182 : groupe placebo

» 182 : minéraux

* 180 : vitamines

= 181 : vitamines + minéraux

166 hommes et 235 femmes
= 200 : groupe placebo
* 201 : groupe traité

Critéres de sélection

= Plus de 60 ans

= Vivant & domicile

# Volontariat

= Indemnes de maladie et
antécédent pouvant influencer
I’état de nutrition et
I"immunité

= Aucune supplémentation en
vitamines depuis 3 mois

= 65— 103 ans

= Long séjour

= Volontariat

= Indemnes de maladie et
antécédent pouvant influencer
I’état de nutrition et
Pimmunité

= Aucune supplémentation en
vitamines

= 45-60 ans (hommes)

= 35-60 ans (femmes)

= Volontariat

= Indemnes de maladie et
antécédent grave

= Aucune supplémentation en
vitamines

Protocole

= Invitation des sujets par
annonce dans la presse et par
I’intermédiaire des praticiens
de ville (Nevers)

» Randomisation par bloc de 6
individus

= Durée : 4 mois

= 3 examens espacés de 2 mois a
domicile (T0, T2, T4)

= Etude multicentrique

= 25 centres de recrutement

= 4 traitements : placebo,
vitamines, minéraux, vitamines
+ minéraux

= Randomisation par bloc

= Durée : 2 ans

" 4 examens 4 TO, T6, T12 et
T24 mois

= Etude muiticentrique

= Paris, Grenoble, Nancy, Tours
» Randomisation par bioc

* Durée : 6 mois

* 3 examens a TO, T3 et T6 mois

Indicateurs biologiques de
statut en vitamines et
micronutriments

Bl : a-ETK (7)
= B2 : «-EGR (7)
= B6 : a-EGOT (7)
» Rétinol (8)

= o-tocophérol (8)

* Rétinol (17)

= a-tocophérol (17)

= B-caroténe (17)

= Acide ascorbique (18)
= Séiénium (12)

= Rétinol (8)

= a-tocophérol (8)

= -caroténe (8)

= Acide ascorbique (18)
u Sélénium (12)

Réponse humorale 4 la
vaccination contre la grippe et
autres indicateurs biologiques de
I’immunité

= Folates — plasma et E (6) * Zinc (19) = Zinc (19)
* Acide ascorbique (9)
Autres indicateurs biologiques GPX (20), SOD (21), GPX (20), SOD (21),
MDA (22), Glutathion réduit et | MDA (22), Glutathion réduit et
oxydé (23) oxyds (23)

Enquéte alimentaire

Journal de 7 jours

Base de données de
composition des aliments

MacCance (24), Randoin (26),
Renaud (27)

Autres données

Consommation d’alcool, tabac et
médicaments, anthropométrie,
fréquence des infections

Consommation d’alcool, tabac et
médicaments, anthropométrie,
fréquence des infections,
hypersensibilité retardée 4 7
antigénes (multitest)

Données anthropométriques
Histoire médicale

Composition du supplément

Acide ascorbique : 90 mg
a-tocophérol : 30 mg
Vitamine A : 1500 ug ER
Thiamine : 2,25 mg
Riboflavine : 2,6 mg
Pyridoxine : 3 mg

Acide folique : 400 pg
Divers minéraux et vitamines

Acide ascorbique : 120 mg
a-tocophérol : 15 mg
B-caroténe : 6 mg (1000 ER)
Zinc : 20 mg

Séléntum : 100 pg

Acide ascorbique : 120 mg
a-tocophérol : 30 mg
B-caroténe : 6 mg (1000 ER)
Zinc : 20 mg

Sélénium : 100 pg

Collahorations principales
externes au CMP

A Lemoine (CHR Nevers)
G Brubacher (Hoffiann-La
Roche, Bile)

S Hercberg (ISTNA Paris)
A Favier (CHRU, Grenoble)
Groupe Min. Vit. Aox

S Hercberg (ISTNA Paris)
A Favier (CHRU, Grenoble)
Groupe Su. Vi.Max

Publications

P13

P14

Pis

Notes : cf. tableau 1
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Vitamines antioxydantes et risque cardiovasculaire
Herbeth B, Marangon K, Roussel AM, Artur Y
Le statut vitaminique : physiopathologie, exploration biologique et intérét clinique.
Le Moél G, Saverot-Dauvergne A, Gousson T, Guéant JL Eds, EM inter, Paris 1998;25:445-466

[’athérosclérose est responsable d’une part importante de mortalité et de morbidité
cardiovasculaires en France, comme dans tous les pays industrialisés. L’initiation et la
progression de cette maladie résultent de processus complexes dans lesquels interviennent
conjointement des facteurs génétiques et environnementaux. Dans les 20 dernieres années,
une littérature abondante a fait ressortir le role que pourraient jouer les phénomeénes
d’oxydation affectant les lipoprotéines dans I’athérogénese. Cette théorie "oxydative" de
I’athérosclérose est a I'origine d’un grand nombre d’études visant a évaluer la place des
vitamines antioxydantes (vitamines E et C et P-caroténe) dans la prévention, voire la
thérapeutique, des maladies cardiovasculaires.

Les principales données épidémiologiques des études d’observation (écologiques, cas-témoins
et prospectives) renforcent en général les conclusions des travaux plus fondamentaux sur
I'implication de I'oxydation des LDL dans la pathogénése de 'athérosclérose, en particulier du
role des 2 nutriments antioxydants qui sont transportés par ces lipoprotéines : 1’a-tocophérol
et le [B-carotene. Ces études montrent, en général, que |’accroissement des apports
(alimentaires et/ou fournis par des suppléments) ou des niveaux sanguins en ces
micronutriments est associé a une réduction du risque de maladies cardiovasculaires. Les 2
¢tudes de cohorte les plus démonstratives ont été publiées en 1993 et portaient respectivement
sur plus de 87 000 infirmiéres ameéricaines et plus de 39 000 professionnels de santé
américains. Dans ces 2 échantillons, suivis pendant respectivement 8 et 4 ans, le risque de
maladies coronaires est inversement associé aux apports en vitamine E, avec un risque relatif
ajusté proche de 0,60 pour les sujets situés dans le dernier quintile d’apport comparativement
a ceux du premier quintile. En revanche, les données de la littérature concernant le B-caroténe
et la vitamine C sont plus hétérogénes.

Les études d’observation, méme menées dans les regles de I’art, ne permettent pas de
conclure a des liens de causalité entre statut antioxydant et pathologies cardiovasculaires.
Seules les études randomisées, en double aveugle, peuvent donner des preuves de I'efficacité
d'une supplémentation vitaminique dans la prévention de ces maladies. De 1993 a 1996, la
publication des résultats de 3 études randomisées de prévention primaire, comportant des
suppléments antioxydants, a surpris la communauté scientifique. La prise de forte dose de
vitamines antioxydantes n’apporte pas de bénéfice en terme de morbidité et mortalité
cardiovasculaires et peut méme avoir des conséquences néfastes chez les individus a risque
comme les fumeurs. Les résultats d’un seul essai de prévention secondaire sont moins
décourageants et montrent un effet protecteur de fortes doses de vitamine E sur les récidives
d‘infarctus du myocarde non mortel. Cependant, I’incidence de la mortalité cardiovasculaire
est plus élevee dans le groupe traité, la différence n’étant pas significative.

Contrairement aux conclusions des études d’observation, les résultats des essais de prévention
publiés dans les derniéres années sont en défaveur de la supplémentation en [B-carotene,
rétinol et a-tocophérol. En particulier, il n’est pas recommandé pour les fumeurs et les
individus exposés au produits carcinogenes de consommer des doses importantes de
suppléments a base de 3-caroténe et/ou de vitamine A. Une consommation accrue de fruits et
légumes et de céréales associée a I’arrét du tabagisme - permettant de diminuer les apports en
lipides totaux et saturés et d’augmenter les apports en fibres, vitamines et autres substances a
effet antioxydant - reste encore la mesure préventive recommandée et la moins a risque.
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VITAMINES ANTI-OXYDANTES
ET RISQUE CARDIOVASCULAIRE

Bernard Herbeth, Karine Marangon, Anne-Marie Roussel, Yves Artur

¥
L athérosclérose est responsable d'une part importante de mortalité et de morbidité
cardiovasculaires en France, comme dans tous les pays industrialisés. L'initiation et
la progression de cette maladie résultent de processus complexes dans lesquels inter-
viennent conjointement des facteurs génétiques et environnementaux.

Dans la derniére décade, une littérature abondante a fait ressortir le rdle que pour-
rajent jouer les phénoménes d'oxydation affectant les lipoprotéines dans l'athérogé-
nese. Nous verrons a la suite que cette théorie « oxydative » de 1’athérosclérose est &
l'origine d’un grand nombre d’études visant & évaluer la place des vitamines anti-oxy-
dantes dans la prévention, voire la thérapeutique, des maladies cardiovasculaires.

1. Lipoprotéines oxydées et athérogénese

Les principaux mécanismes oxydatifs intervenant dans l’athérogénése semblent
&tre les suivants : la peroxydation des acides gras polyinsaturés des lipoprotéines de
basse densité (LDL), qui interviendrait dans l'intima des artéres, conduit a la for-
mation d’aldéhydes dont le dialdéhyde malonique (MDA) et le 4-hydroxynonénal.
Ces aldéhydes peuvent se fixer sur les groupements aminés libres de
I'apolipoprotéine B. Les LDL ne sont alors plus reconnues par leurs récepteurs habi-
tuels (récepteurs B-E) et sont captées par les récepteurs « scavengers » (éboueurs) des
macrophages, récepteurs qui ne sont pas régulés par le contenu en cholestérol des cel-
lules. L'accumulation de cholestérol qui en résulte conduit & la transformation des
macrophages en cellules spumeuses, qui sont caractéristiques des 1ésions athéroma-
teuses & leur début (Steinberg et al., 1989).

Mais les LDL oxydées possédent de nombreuses autres propriétés concourant a
leur pouvoir proathérogéne (Reaven et Witztum, 1995). Elles sont cytotoxiques et peu-
vent contribuer ainsi & la destruction de I’endothélium vasculaire ; elles possédent un
pouvoir chimiotactique vis-a-vis des monocytes et des lymphocytes T circulants, et
inhibent la mobilité des macrophages et des cellules endothéliales tissulaires ; elles
modulent I’expression de génes au niveau de la paroi artérielle, induisant, par exem-
ple, la synthése d’'interleukines, de facteurs de croissance cellulaire, d’adhésines, de
protéines de l'inflammation,... ; elles sont également immunogeénes ; enfin, les LDL
oxydées affectent les propriétés vasomotrices des artéres et influencent les processus
de coagulation en agissant en particulier sur ’agrégation plaquettaire.
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L'oxydation des lipoprotéines de trés basse densité (VLDL), rarement prise en con-
sidération dans la littérature, fait que ces particules sont captées par les récepteurs
scavengers (Mazzone et al., 1987), et pourrait donc concourir a leur athérogénicité
(Parthasarathy et al., 1989).

Parallslement, il a ét6 montré que des modifications oxydatives des lipoprotéines
de haute densité (HDL) peuvent conduire a une diminution de I'efflux de cholestérol
a partir des cellules spumeuses, réduisant ainsi I'efficacité du transport « reverse » du
cholestérol des artéres vers le foie et participant donc au développement de 'athéros-
clérose (Nagano et al., 1991).

"On comprend donc 'importance thérapeutique potentielle que revét la prévention
de I’'oxydation des lipoprotéines.

2. Bases théoriques de I'action bénéfique
des vitamines anti-oxydantes vis-a-vis de |'athérosclérose

Les vitamines anti-oxydantes peuvent exercer un effet bénéfique sur l'athérosclé-
rose du fait de leurs propriétés anti-oxydantes, mais aussi en raison d’autres activités
chimiques ou biologiques.

Ces différents modes d’intervention sont présentés séparément a la suite.

2.1, Activité bénéfique des vitamines
liée a leurs propriétés anti-oxydantes intrinséques

2.1.1. Considérations théoriques

Les vitamines anti-oxydantes liposolubles (tocophérols, §-caroténe et caroténoi-
des) sont susceptibles de jouer un réle de premier plan dans la protection des lipopro-
téines vis-&-vis des phénomenes oxydatifs ; elles sont en effet véhiculées dans le
plasma par ces protéines. Les données concernant les quantités de vitamines présen-
tes au niveau des différentes fractions lipoprotéiniques varient de fagon notable selon
les études (Clevidence et Lehmann, 1989 ; Johnson et Russell, 1992 ; Kayden et
Traber, 1993, Brown et Fragoso, 1994 ; Traber ef al., 1994). Il apparaft en résumsé que
Po-tocophérol est présent principalement au niveau des HDL et des LDL (40 a
50 p. 100 de la quantité totale du plasma dans chacune de ces deux fractions), et en
quantité moindre (environ 15 p. 100) dans les VLDL. Les caroténoides sont véhiculés
principalement (70-80 p. 100) par les LDL, I’ensemble des autres lipoprotéines renfer-
mant au total moins de 30 p. 100 des caroténoides plasmatiques. Ainsi, le B-caroténe,
constituant majeur de ces derniers, est présent a raison de 60 & 80 p. 100 au sein des
LDL, de 10 & 25 p. 100 au niveau des HDL, et de 2 4 10 p. 100 dans les VLDL.

L'a-tocophérol est, de loin, I’anti-oxydant majeur des LDL ; en moyenne, environ
sept molécules de cet anti-oxydant sont présentes dans chaque particule LDL. Le
y-tocophérol, les caroténoides (o et B-caroténe, lycopéne, cryptoxanthine, cantaxan-
thine, lutéine, zéaxanthine)} mais également des rétinoides et I'ubiquinol-10 {coen-
zyme (Q;0), qui tous montrent des propriétés anti-oxydantes, sont également présents
dans les LDL, mais en quantités 20 & 300 fois plus faibles que I'alpha-tocophérol
(Esterbauer et al., 1993).

Les tocophérols, et plus particulidrement I'alpha-tocophérol, exercent principale-
ment leur activité anti-oxydante en réagissant avec les radicaux libres peroxyles ; ils
donnent alors naissance a des radicaux libres tocophéroxyles, interrompant ainst les
processus de réaction en chaine de la lipoperoxydation (Sies et al., 1992 ; Thomas et
al., 1995). L'o-tocophérol semble également pouvoir protéger les LDL d’une oxydation
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par I'oxygéne singulet mais de fagon moins importante que ne le font les caroténoides
(Wagner et al., 1993). Si les tocophérols agissent clairement comme anti-oxydants
lorsqu’ils sont dans un milieu renfermant des co-anti-oxydants {acide ascorbique, ubi-
quinol-10, bilirubine,...), ils peuvent, dans certaines circonstances, et en particulier
lorsqu’ils ne sont pas associés a ces co-anti-oxydants, jouer un role pro-oxydant
{Thomas et al., 1995 ; Bowry et al., 1995, Maiorino et al., 1995 ; Waldeck et Stocker,
1996).

Un certain nombre de molécules est en sffet susceptible de régénérer les tocophsé-
rols & partir des radicaux libres tocophéroxyles ; parmi elles, 'acide ascorbique a fait
I’objet de nombreuses publications dans les deux derniéres décennies (Packeret al.,
1979 ; Chan, 1993 ; Thomas et al., 1995) ; le B-caroténe (Mortensen et Skibsted, 1996),
le coenzyme Q10 (Stoyanovsky et al., 1995), le glutathion réduit (Chan, 1993) et la
bilirubine (Thomas ef al., 1995) semblent également participer a cette régénération.

Les caroténoides, et plus particuliérement le lycopéne et le B-caroténe, peuvent
désactiver 'oxygene singulet (Sies et al., 1892 ; Wagner et al., 1993) et donc protéger
les LDL d’une oxydation médiée par cette espéce réactive (Ojima et al.,, 1993); le
B-caroténe est également capable d’inhiber des réactions radicalaires, agissant en
synergie avec I'alpha-tocophérol (Sies et al., 1992 ; Palozza et Krinsky, 1992).

L'acide ascarbique (vitamine C) est considéré comme étant 1'anti-oxydant le plus
important des fluides extracellulaires; il peut éliminer efficacement le peroxyde
d’hydrogéne, ainsi que différents radicaux libres (superoxyde, hydroxyle,
peroxyle,...) (Sies et al., 1992). Son action sur 'oxygéne singulet reste controversée
(Sies et al., 1992 ; Wagner et al., 1993). Bien que n’étant pas transporté par les lipopro-
téines, 'acide ascorbique protege les LDL de la peroxydation (Jialal et al., 1990 ;
Retsky et Frei, 1995) ; il interviendrait principalement en prévenant l'initiation de la
lipoperoxydation et en épargnant les anti-oxydants endogénes des LDL (Retsky et
Frei, 1995). Cependant, dans certaines conditions dont on ne sait si elles peuvent étre
réalisées in vivo, l'acide ascorbique peut agir en tant que pro-oxydant et induire I'oxy-
dation des LDL (Stait et Leake, 1996). Dans le sérum, les urates semblent participer
efficacement a sa protection contre 'oxydation (Sevanian et al., 1991).

Il apparait donc que les vitamines anti-oxydantes (vitamines E et C, caroténoides)
sont susceptibles de protéger les lipoprotéines vis-a-vis des phénomenes oxydatifs.
Cependant, les données résumées ci-dessus montrent que les mécanismes protecteurs
sont complexes ; il est vraisemblable qu’ils mettent en jeu plusieurs de ces vitamines
simultanément, ainsi que d’autres molécules anti-oxydantes d’origine endogéne telles
que l'ubiquinol-10, le glutathion réduit et la bilirubine.

2.1.2. Effets des vitamines anti-oxydantes sur I'oxydation des lipoprotéines :
les études in vitro

Les mécanismes par lesquels les lipoprotéines, en particulier les LDL, sont oxy-
dées in vivo restent encore mal connus & ce jour. Il est peu probable que 'oxydation
de ces protéines intervienne au niveau du plasma, en raison de la présence & ce
niveau de concentrations élevées en anti-oxydants et en molécules capables de chéla-
ter les ions métalliques catalyseurs de ces phénomeénes. L'oxydation intervient vrai-
semblablement dans la paroi artérielle, dans un microenvironnement appauvri en
anti-oxydants et dans lequel les lipoprotéines seraient plus exposées aux agressions
oxydatives. Différents travaux ont maontré que les cellules intervenant dans le déve-
loppement de I'athérome (cellulés endothéliales, macrophages, cellules musculaires
lisses) sont capables d’oxyder les LDL. Les mécanismes impliqués semblent comple-
xes et de nombreux points, tels que la nature des enzymes et des espéces radicalaires
participant aux réactions d’oxydation, restent obscurs (Garner et Jessup, 1996).



458 VITAMINES ET DIFFERENTS ETATS PHYSIOPATHOLOGIQUES

In vitro, 'oxydation des LDL peut &tre initiée en mettant celles-ci en contact avec
des macrophages, des cellules endothéliales, des cellules musculaires lisses ou des
lymphocytes, mais aussi en utilisant des systémes acellulaires contenant différents
pro-oxvdants. Il est généralement admis que la production de LDL oxydées possédant
les propriétés biologiques énumérées précédemment nécessite la présence de traces
de métaux de transition sous forme libre ou sous forme de complexes actifs sur le
plan redox (Esterbauer ef al., 1990).

On a donc vu se développer ces derniéres années un grand nombre d’études con-
cernant la susceptibilité des LDL & subir une oxydation induite in vitro par des sels de
cuivre, selon le protocole proposé par Esterbauer et al. (1989). Brigvement, la
méthode consiste & initier [’oxydation des LDL, obtenues par ultracentrifugation, a
V'aide d'un sel cuivrique et dans un milieu réactionnel saturé en oxygéne, et & suivre
la cinétique de production de diénes conjugués par la mesure de I’absorbance de ces
derniers &4 234 nm. Les didnes conjugués sont des composés issus de réarrangements
moléculaires intervenant lors de la peroxydation des acides gras polyinsaturés. Diffé-
rents indices sont déterminés & partir de ces courbes d’oxydation d’allure sigmoidale.
Le plus utilisé d’entre-eux est le temps de résistance des LDL a l'oxydation ou « lag
time », correspondant a la période de consommation des anti-oxydants présents au
niveau des lipoprotéines ; sont également déterminées la vitesse maximale de la réac-
tion d'oxydation (pendant la phase de propagation de la réaction, lorsque les dignes
conjugués sont produits massivement), et la quantité totale de dieénes conjugués pro-
duite, évaluée lorsque la réaction a atteint la phase dite de terminaison.

Ces modeles d’étude in vitro de 'oxydabilité des LDL se sont révélés intéressants
deux titres : d’une part, & la suite des travaux de Regnstrém et al., (1992) montrant
une corrélation inverse entre « lag time » et sévérité de 1'athérosclérose coronarienne,
plus de trente études cliniques ont été publiées dans des revues internationales
reliant les parameétres de susceptibilité a I’oxydation a I'angor instable, 4 ’athérosclé-
rose fémorale ou carotidienne, & I'hypercholestérolémie familiale, au diaheéte, a
Iinsuffisance rénale, a la sclérodermie, et méme & un exercice musculaire intense.
D’autre part, ces modeles d’oxydation in vitro ont permis de mieux connaltre le rdle
des anti-oxydants, en particulier vitaminiques, dans la protection des lipoprotéines
vis-a-vis des modifications oxydatives.

Ainsi, Esterbauer et al. (1991) ont pu démontrer que, durant la phase de résistance
des LDL & une oxydation médiée par le cuivre, les anti-oxydants vitaminiques pré-
sents au sein de ces lipoprotéines sont consommés dans ’ordre suivant : a-tocophé-
rol, y-tocophérol, lycopéne, cryptoxanthine et lutéine-zéaxanthine, et enfin B-caro-
téne. '

Chez les sujets non supplémentés en vitamines, il semble qu’on ne retrouve pas de
corrélation entre la teneur des LDL en vitamine E et leur résistance & une oxydation
médiée in vitro par le cuivre (Babiy et al., 1990 ; Jessup et al., 1990 ; Cominacini et al.,
1991 ; Croft et al., 1995) ; cette résistance n'est pas diminuée chez les sujets présen-
tant une déficience en vitamine E (Kleinveld et al., 1983), la vitamine E jouant un réle
essentiel dans la protection des LDL vis-&-vis de 1'oxydation, mais n’étant pas, et de
loin, le seul composé impliqué dans cette protection.

En revanche, toute addition de vitamine E & des LDL in vitro ou supplémentation
in vivo du régime alimentaire en cette vitamine, se traduit par une augmentation de la
résistance des lipoprotéines a 1'oxydation, le temps de latence devenant alors corrélé
positivement au contenu des LDL en vitamine E (Dieber-Rotheneder et al., 1991 ;
Abbey et al., 1993 ; Miller et al., 1995 ; Simons et al., 1996).

Limportance du rdle du PB-caroténe et des caroténoides dans la protection
anti-oxydante des LDL, approchée par les tests in vitro décrits ci-dessus, est encore
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matiére a controverses : en effet, certains auteurs ont observé qu'une supplémentation
de l'alimentation en B-caroténe ou en lycopéne réduisait I'oxydabilité des LDL (Levy
et al., 1996 ; Oshima et al., 1996), alors que d’autres n'ont pu mettre en évidence
d’effets favorables de ces composés pour les LDL des sujets supplémentés (Reaven et
al., 1993 ; Gaziano et al., 1995). Pour ce qui est de ’acide ascorbique, il semble qu'une
supplémentation du régime alimentaire en cette vitamine chez des individus en
bonne santé augmente la résistance de leurs LDL a une oxydation médiée in vitro par
le cuivre (Rifici et Khachadurian, 1993 ; Fuller et al., 1996).

2,2, Activité bénéfique des vitamines anti-oxydantes
non liée & leurs propriétés anti-oxydantes

La vitamine E est susceptible d’exercer des effets bénéfiques vis-a-vis du dévelop-
pement des maladies cardiovasculaires, et plus particulidérement de 1’athérosclérose,
par des mécanismes indépendants de son pouvoir anti-oxydant qui ont fait I'objet de

. plusieurs revues {Janero, 1991 ; Msydani, 1995 ; Henniget al., 1996).

Elle participe & la protection générale des cellules endothéliales, et protége en parti-
culier I’endothélium vasculaire contre les dysfonctionnements induits par les LDL oxy-
dées, au moins en partie en inhibant la stimulation des protéines kinases C (Keaney et

+ al., 1996). Elle limite le métabolisme oxydatif des macrophages (Suzukawaet al., 1994)
et & concentrations physiologiques, elle inhibe la prolifération des cellules musculaires
lisses {Boscoboinik et al., 1991). La vitamine E inhibe 'adhésion des monocytes aux
cellules endothéliales, peut-étre en agissant directement sur I'expression d'adhésines
telles que s-ICAM-1 (Martin et al., 1997). Elle inhibe la phospholipase A, et modifie
donc le métabolisme des phospholipides. Enfin, elle diminue la libération de throm-
boxane A, par les plaquettes et inhibe 1’agrégation plaquettaire (Meydani, 1995).

Outre son pouvoir d’inhiber la prolifération cellulaire et de renforcer le systéme
immunitaire, le B-caroténe pourrait diminuer la capacité des cellules & oxyder les
lipoprotéines (Reaven et al., 1994), bien que cette hypothése n’ai pu étre confirmée
dans un travail récent (Levy ef al., 1996).

Quant & la vitamine C, elle intervient dans le métabolisme du cholestérol, dans le
maintien de l'intégrité vasculaire, et la synthése des prostacyclines au niveau de
'endothélium vasculaire (Simomn, 1992).

3. Etudes utilisant des modéles animaux

De fagon similaire & ce qui est observé chez I'Homme, la supplémentation en vita-
mine E du régime alimentaire d’un modgle animal comme le lapin se traduit par une
augmentation de la résistance des LDL a une oxydation induite in vitro par le cuivre
(Wiseman et al., 1995).

La majorité des études réalisées chez l’animal démontre le réle positif de la
vitamine E dans la réduction de la vitesse d’apparition ou de la sévérité d'une athéro-
sclérose induite par le régime alimentaire (Komarat et al,, 1985 ; Williams et al,,
1992 ; Verlangieri et Bush, 1992 ; Prasad et Kabia, 1993), mais cet effet bénéfique n’est
pas retrouvé par certains auteurs (Willingham ef al., 1993 ; Dedwania et al., 1994).

Ces distorsions peuvent étre liées aux degrés variables d’hypercholestérolémie des
animaux étudiés et aux différences des types et des quantités de suppléments vitami-
niques administrés. Il se peut également que les effets de la vitamine E ne soient
apparents que lors des stades précoces de l'athérogénése, ou que pour des animaux
dont les concentrations plasmatiques en cholestérol ne sont que modérément élevées
{Kleinveld et al., 1994).
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4. Données des études épidémiologiques

Les études de populations nous apportent tout un faisceau d’arguments en faveur
du réle protecteur des nutriments anti-oxydants en regard des facteurs de risque
« classiques » de coronaropathies tels que consommation de tabac, hypertension,
hyperlipémie, diabéte, etc. Le probléme est abordé avec les différents outils que nous
fournit I'épidémiologie : études transversales (Todd et al., 1995 ; Donnan et al., 1993),
études écologiques ou transculturelles de corrélations entre apports moyens en
anti-oxydants et taux de mortalité et/ou de morbidité par pays ou régions {Gaziano et
Hennekens, 1992 ; Gey et al., 1991 ; Belizzi et al., 1994 ; Hensrud et al., 1994), études
cas-témoins rétrospectives (Riemersma et al., 1991 ; Kardinaal et al., 1993 ; Kardinaal
et al, 1995 ; Regnstrém et al, 1996), études de cchorte (Tableaux 1 d 3) et essais
d’intervention randomisés (Tableau 4). Le statut en nutriments anti-oxydants, princi-
palement en vitamines E et C, B-caroténe et flavonoides, est évalué soit par 'estima-
tion des apports alimentaires aprés enquéte de consommation (Ness et Powles, 1997),
soit par la mesure des vitamines dans le plasma, les lipoprotéines ou le tissu adipeux.
Les indicateurs d’affections cardiovasculaires mesurés pour ces protocoles sont mul-
tiples et dépendent des objectifs de départ, du type d’étude, de la durée du suivi et de
la taille des échantillons mis en jeu : rapport entre la pression systolique a la cheville
et la pression systolique au bras, épaisseur intima-media des artéres carotides mesu-
rée par ultrasonographie en mode B, conclusions de 'ECG, degré de sténose évalué
par angiographie coronaire, incidence des coronaropathies (angor et/ou infarctus) et
de l'attaque, mortalité globale ou spécifique cardiovasculaire (infarctus, attaques,
etc.).

Les principaux résultats de ces études épidémiologiques ont fait 'objet de revues
publiées dans la premiére moitié de cette décennie {Gaziano et Hennekens, 1992 ;
Manson et al.,, 1993 ; Elinder et Walldius, 1994 ; Gey, 1995 ; Hoffman et Garewal,
1895 ; Jha et al., 1995) et renforcent en général les conclusions des études plus fonda-
mentales sur I'implication de l'oxydation des LDL dans la pathogénése de l’athéros-
clérose, en particulier du role de la vitamine E. Cependant les données nouvelles et
contradictoires, fournies depuis 2 ans par les grands essais cliniques, ne sont pas pri-
ses en compte dans ces revues de la littérature.

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés principalement aux études de
cohortes et aux essais d'intervention randomisés qui avaient pour objectif d'estimer
les relations entre le statut en vitamines E et C et en f-caroténe et la mortalité et/ou la
morbidité cardiovasculaire générale ou spécifique. Nous n’avons tenu compte dans
notre analyse ni de toutes les études cas-témoins, ni de toutes les études de corréla-
tions géographiques. En effet, ces deux types d’études n’apportent pas d’arguments de
causalité suffisamment forts et ne permettent pas de prendre en compte les facteurs
de biais et de confusion, comme par exemple 'effet de la maladie sur les facteurs de
risque mesurss.

4.1. Statut en anti-oxydants et indicateurs d’athérosclérose

Les données dans ce domaine sont issues d’études de type transversal ou longitu-
dinal & court terme. L'étude transversale « Edinburgh Artery Study » (Donnan et al.,
1993) réalisée sur un échantillon de 1592 hommes et femmes 4gés de 55 4 74 ans, a
mis en évidence une relation positive significative entre un indicateur d’artériopa-
thies périphériques (le rapport entre la pression systolique & la cheville et la pression
systolique au bras) et la consommation de vitamine E, indépendamment de la con-
sommation de tabac et des apports en autres nutriments.



Tableau 1 M Vitamine E et maladies cardiovasculaires : les grandes études de cohorte

Echantilion de population, pays Durée de suivi Groupes comparés Résultats principaux * 22
87 245 infirmiéres de 34 2 59 ans, USA 8 ans Prise de suppléments de vitamine E vs | Réduction significative de 'incidence de 'infarctus et de la
(Stampfer et al., 1993) prise d’aucun supplément mortalité par coronaropathies,
RR=0,59 (0,38-0,91)
39 910 hommes de 40 & 75 ans, professionnels 4 ans 5% quintile vs 1" quintile des apports en | Réduction significative de l'incidence de V'infarctus, des autres
de santé, USA (Rimm et al., 1993) vitamine E (alimentation et suppléments) { maladies coronariennes et de la mortalilé par coronaropathies,
RR=0,60 (0,44-0,81)
2 748 hommes de 30 & 69 ans, Finlande 14 ans 3° tertile vs 1% tertile des apports Réduction non significative de la mortalité par coronaropathies,
(Knekt et al., 1994) alimentaires en vitamine E RR=0,68 {0,42-1,11)
2 385 femmes de 30 2 69 ans, Finlande 14 ans 3% tertile vs 1" tertile des apports Réduction significative de la mortalité par coronaropathies,
(Knekt et al., 1994) alimentaires en vitamine E RR=0,35 (0,14-0,88)
11 178 adultes de 67 a 105 ans, USA 649 ans Prise de suppléments de vitamine E vs | Réduction significative de la mortalité par coronaropathies,
(Losonczy et al., 1996) prise d'aucun supplément RR=0,59 {0,37-0,93)
Réduction plus importante si prise a long terme, RR=0,40
(0,17-0,86) ou avec de la vitamine C, RR=0,52 {0,28-0,97)
34 486 femmes ménopausées, USA 7 ans 5% quintile vs 1% quintile des apports Réduction significative de la mortalité par coronaropathies,
(Kushi et al., 1996) alimentaires en vitamine E RR=0,38 (0,18-0,80)
Pas d’effet significatif des suppléments en vitamine E
Etude cas-témoins (84 vs 168) au sein d’une 9 ans Vitamine E plasmatique Pas de différence significative pour la mortalité par maladies
cohorte de 10 532 personnes de 37 4 87 ans, > 6,45 mg/l vs < 6,45 mg/l cardiovasculaires, RR=1,5 (0,6-3,5), par coronaropathies,
Pays Bas (Kok et al., 1887) RR=1,3 (0,5-3,7) et par attaques, RR=1,6 (0,2-11,5)
Etude cas-témoins {92 vs 92) au sein d’une 7 ans - Pas de différence significative entre cas (déces par
cohorte de 12 000 personnes de 30 & 64 ans, coronaropathies) et témoins pour I'o-tocophérol plasmatique
Finlande (Salonen et al., 1985) 6,1 mg/i vs 5,8 mg/l

1. RR: risque relatif de mortalité et/ou de morbidité pour le groupe ayant le statut en vitamine E le plus favorable (prise de suppléments, apports alimentaires ou concentrations plasmatiques élevées)
comparativement au groupe ayant le statut en vitamine E le moins favorable.

2. Uintervalle de confiance & 95 % du risque relatif est indiqué entre parenthéses ; un intervalle n'incluant pas 1 est significatif au seuil de p<0,05.

A4 Ajustomonl ou apparicment sur los principaux facieurs confondants : dge. sexe, consommation de 1abac, cholestérol plasmatique, pression artérielle, indice pondéral, apports en énergie et autres
vitamines, antéeedents pathologiques, ete.
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Tableau 2 W B-caroténe et maladies cardiovasculaires : fes grandes études de cohorte

Echantillon de population, pays

Durée de suivi

Groupes comparés

Résultats principaux % 3

39 810 hommes de 40 2 75 ans,
professionnels de santé, USA
(Rimm et al., 1993)

4 ans

5° quintile vs 1% quintile des apports
alimentaires en B-caroténe

Réduction significative de I'incidence de I'infarctus, des autres
maladies coronariennes et de la mortalité par coronaropathies sur
P’échantillon global, RR=0,71 (0,53-0,86)

Réduction plus marquée pour les fumeurs, RR=0;30 (0,11-0,82}
et les anciens fumeurs, RR=0,60 (0,38-0,94)

2 748 homnes de 30 & 69 ans, Finlande
(Knekt et al., 1994)

14 ans

3° tertile vs 1% tertile des apports
alimentaires en f-caroténe

Pas de différence significative de mortalité par coronaropathies,
RR=1,02 (0,70-1,48)

2 385 femmes de 30 a 69 ans, Finlande
(Knekt et al., 1994)

14 ans

3% tertile vs 1% tertile des apports
alimentaires en B-caroténe

Réduction non significative de mortalité par coronaropathies,
RR=0,62 {0,30-1,29}

1299 personnes dgées en institution, USA
(Gaziano et al., 1995)

5 ans

4° quartile vs 1 quartile des apports
alimentaires en B-caroténe

Réduction significative de la mortalité par infarctus, RR=0,27
{0,10-0,74) et par maladies cardiovasculaires, RR=0,59 (0,37-0,94)

Etude cas-témoins {125 vs 125) au sein de
12 000 donneurs de sang de 35 & 65 ans,
USA (Street et al., 1991)

9 ans

5° quintile vs 1°7 quintile du B-carotine
sérique

Réduction significative de I'incidence de I'infarctus,
RR=0,42 {0,19-0,89}

1 899 hommes hyperlipémiques de 40
59 ans, USA (Morris et al., 1994)

13 ans

4% quartile vs 1% quartile du B-caroténe
sérique

Réduction significative de la mortalité par coronaropathies et
infarctus, RR=0,64 (0,44-0,92)

2 974 hommes employés de I'industrie
pharmaceutique, Suisse (Gey et al., 1993)

12 ans

B-caroténe plasmatique
> 0,23 pmol/t vs < 0,23 pmol/l

Réduction significative de I'incidence de la mortalité par
coronaropathies, RR=0,65 (0,45-0,95)

1. RR: risque relatif de mortalité et/ou de morbidité pour le groupe ayant le statut en B-caroténe le plus faverable (prise de suppléments, apports alimentaires ou concentrations plasmatiques élevées)
comparativement au groupe ayant le statut en B-caroténe le moins favorable.

2. Lintervalle de confiance 3 95 % du risque relatif est indiqué entre parenthses ; un intervalle n'incluant pas 1 est significatif au seuil de p<0,05.,

3. Ajustement ou appariement sur les principaux factours confondants @ age, sexs, consommation de tabac, cholestérol plasmatique, pression artérielle, indice pondéral, apports en énergic ot autres

vitamines, antécédents pathologiques, etc.

29h
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Tableau 3 M Vitamine C et maladies cardiovasculaires : les grandes études de cohorte

Echantillon de population, pays

Durée de suivi

Groupes comparés

Résultats principanx 12,3

87 245 infirmitres de 34 4 59 ans,
USA (Stampler ef al., 1993)

8 ans

Prise de suppléments de vitamine C vs
prise d'avcun supplément

Aucun effet sur I'incidence de I'infarctus et de la mortalité par coronaropathies

39 910 homimes de 40 & 75 ans,
professionnels de santé, USA (Rimm
et al., 1993) '

4 ans

5° quintile vs 1°" quintile des apports

alimentaires en vitamine C

Augmentation non significative de I'incidence de 'infarctus, des autres maladies
coronariennes et de la mortalité par coronaropathies, RR=1,25 (0,91-1,71)

11 348 adultes de 25 & 74 ans, USA
(Enstrom et al., 1992)

10 ans

Apports alimentaires en vitamine C
> 50 mg/jour vs < 50 mg/jour

Réduction significative du taux de mortalité, rapport standardisé de mortalité=0,66
{0.53-0,82)

2 748 hommes de 30 & 89 ans,
Finlande (Knekt et al., 1994)

14 ans

3° tertile vs 1% tertile des apports
alimentaires en vitamine C

Pas de différence significative de mortalité par coronaropathies, RR=1,00 (0,68-1,45)

2 385 femmes de 30 & 69 ans,
Finlande (Knekt ef al., 1994}

14 ans

3% tertile vs 1% tertile des apports

alimentaires en vitamine C

Réduction significative de la mortalité par coronaropathies, RR=0,49 {0,24-0.98)

3119 adultes de 16 4 74 ans, USA
(Enstrom et al., 19886)

10 ans

Apports alimentaires en vitamine C > 250
mg/jour vs < 250 mg/jour

Pas de différence de mortalité cardiovasculaire, rapport standardisé de mortalité=1,01
(0,61-1,39)

730 personnes dgées en iustitution (>
65 ans), UK (Gale et al., 1995)

20 ans

3" tertile vs 1% tertile des apports
alimentaires en vilamine C

Réduction significative de la mortalité par aitaques, RR=0,50 (0,30-0,80)
Pas d'effet significatif sur la mortalité par coronaropathies, RR=0,80 {0,60-1,20)

1462 femmes de 38 4 60 ans, Suede
{Lapidus et al., 1986}

5 ans

Pas de différence significative d’apports en vitamine C pour les sujets atteints
d’infarctus

34 486 {femmes ménopausdes, USA
(Kushi et al., 1996)

7 ans

5% quintile vs 1 quintile des apports
alimentaires en vitamine C

Pas de réduction de la mortalité par coronaropathies

11 178 adultes de 67 & 105 ans, USA
(Losonczy ef al., 1996}

6 & 9ans

Prise de suppléments de vitamine C vs
prise d’aucun supplément

Pas d'effet significatif sur la mortalité par coronaropathies, RR=0,99 (0,74-1,33)

2 974 hommes employés de
Pindustrie pharmaceutique, Suisse
{(Gey et al., 1993 ; Gey et al., 1993)

12 ans

Vitamine C plasmatique
>22,7 pmol/l vs < 22,7 pmol/l

Réduction non significative de la mortalité par coronaropathies, RR=0,80 (0,49-1,29)
et par attaques, RR=0,78 (0,24-2,50)

1 605 hommes de 42 3 6O ans,
Finlande (Nyyssdnen et al., 1997)

5 ans

Vitamine C plasmatique
>11,4 pmol/l vs < 11,4 pmol/l

Réduction significative de l'incidence de I'infarctus, RR=0,39 {0,19-0,79)

1. RR :sisque reladif de mortalité el/ou de morbidité pour le groupe ayant le statut en vitamine C le plus favorable (prise de suppléments, apports alimentaires ou concentrations plasmatiques élevées) comparativement au

groupe ayant le statut en vitamine C le moins favorable.

2. Dintoevidlo do conlinnan i 05 % du risqua relatif ost indiqué ontro parenthises ; un intorvalle w'incluant pas 1 est signibicatif su seail de po.05.

3. Ajustement ou appariomont sur les principuux fuctours confundants : age. sexe, consommation do tabac, cholosiérol plasimtique, prossion artérialio, indico pondéril. apports on énergio ol nutres vitamines, anlécédents

pathologiques. etc.
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Tableau 4 M Principaux essais randomisés de supplémentation en vitamine E, vitamine C et B-caroténe portant sur la mortalité cardiovasculaire et la mortalité globale

de plus de 1 000 sujets

Etude

Echantillon global

Durée de suivi

Composilion
du supplément

Principaux résultats

Linxian General
Population Trial
(Blot et al., 1993)

29 584 adultes du
Linxian {Chine)

5,25 ans

B-caroténe (15 mg) et
vitamine E (30 mg) et
sélénium (50 ng)
ou
vitamine C {120 mg) et
molybdéne (30 ug)

Chez les sujels prenant $-caroténe + vitamine E + sélénium, réduction
significative de la mortalité globale, RR=0,91 (0,84-0,99) et réduction non
significative de la mortalité par affections cérébro-vasculaires, RR=0,90
(0,76-1,07)

Pas d’effet significatif du supplément vitamine C + molybdéne sur la mortalité
totale, RR=1,01 (0,93-1,10) et sur la mortalité par affections cérébro-vasculaires,
RR=1,04 (0,88-1,24)

Alpha-Tocopheroal,
Beta-Carotene and
Cancer Prevention
Study (ATBC) (The
ATBC group, 1994 ;
Rapola et al., 1996)

29 133 hommes
fumeurs de 50 &
69 ans (Finlande}

6,1 ans

B-caroténe {20 mg) et/ou
vitamine E (50 mg)

Chez les sujets prenant du B-caroléne, augmentation significative de la mortalité
globale, RR=1,08 (1,01-1,16) et augmentation non significative de la mortalité
par maladies cardiovasculaires, RR=1,11 (0,99-1,23) .

La supplémentation en vitamine E a peu d’effet sur la mortalité globale,
RR=1,02 {0,95-1,09) et cardiovasculaire, RR=0,98 (0,89-1,08), cependant la
mortalité par hémorragie cérébrale est significativement plus élevée dans le
groupe prenant de I'a-tocophérol, RR=1.49 (1,03-3,17).

Une analyse plus fine des résultats a montré une diminution significative du
risque d'angine de poitrine dans lc groupe prenant de la vitamine E, RR=0,91
(0,83-0,99)

Skin Cancer
Prevention Study
(SCPS)
(Greenberg et al.,
1996)

1 720 patients avec
un cancer de la peau
(Usa)

8,2 ans

B-caroténe (50 mg}
pendant 4,3 ans

Pas d'elfet significatif sur fa mortalité globale, RR=1,03 {0,82-1,30).et par
maladies cardiovasculaires, RR=1,16 (0,82-1,64)

Beta-Carotene and
Retinol Efficacy Trial
{CARET)

{Omenn et al., 1996)

14 254 fumeurs
hommes et femmes
4 060 travailleurs
exposés & 'amiante
(USA)

prévu 6 ans,
essai arrété
aprés 4 ans

B-caroténe {30 mg) et
vitamine A (25 000 Ul)

Augmentation significative de la mortalité globale, RR=1,17 {1,03-1,33) et par
cancer du poumon, RR=1,46 (1,07-2,00) Augmentation non significative de la
mortalité par maladies cardiovasculaires, RR=1,26 {0,99-1,61}

Cambridge Heart 2 002 patients 1,4 ans Vitamine E (800 Ul au Reéduction significative du risque d’accident cardiovasculaire (mortalité et

Anti-oxydant Study coronariens, début de I’étude, 400 Ul 4 | morbidité groupées}, RR=0,53 (0,34-0,83)

(CHAQS) (Stephens et | atteints la fin) Réduction du risque d’infarctus non fatal, RR=0,23 (0,11-0,47)

al., 1996) d’athérosclérose Augmentation non significative de la mortalité cardiovasculaire, RR=1,18
coronaire

bay
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Tableau 4 M Principaux essais randomisés de supplémentation en vitamine E, vitamine C et -caroténe portant sur la mortalité cardiovasculaire et la mortalité globale

de plus de 1 000 sujets (suite)

Etude

Echantillon global

Durée de suivi

Composition
du supplément

Principaux résultats

Physician's Health 22 071 médecins 12 ans B-caroténe {50 mg) et/ou | Pas d'effet sur la mortalité globale, RR=1,02 (0,93-1,11), sur l'incidence des maladies
Study (PHS) hommes {(USA) aspirine (325 mg) un jour | cardiovasculaires, RR=1,00 {0,91-1,09) et des cancers, RR=0,98 (0,91-1,06)
(Hennekens et al., de 40 & 84 ans sur deux Aprés 5 ans de traitement au B-caroiéne, réduction significative du risque de
1996 ; Gaziano ef al., maladies cardiovasculaires {infarctus, revascularisation, attaque, déces) chez les
1990) individus atteints d’angine de poitrine, RR=0,56
Women'’s Health Study | 45 000 infirmiéres 5 ans B-caroténe (50 mg) et/ou | Mortalité et morbidité cardiovasculaire
(WHS) de plus de 50 ans vitamine E (600 Uf) et/ou | Fin de I'étude en 1998
{Buring et Hennekens, | (USA) aspirine B-caroténe éliminé du supplément a la suite des résultats de I’étude CARET
1992)
Heart Protection 20 000 personnes -~ B-caroténe (20 mg) et Mortalité totale
Study {HPS) avec angine de vitamine C (250 mg}) et Etude en cours
(Jha et al.. 1995) poitrine, attaque, vitamine E {600 Ul)
diabéte,
claudication... (UK)
Heart Outcomes 9000 personnes avec - Vitamine E {400 Ul) Mortalité et morbidité cardiovasculaire : infarctus, attaque, revascularisation
Prevention infarctus, attaque, coronaire
Evaluation (HOPE) diabete, Etude en cours
(Jha et al., 1995) claudication...
(Canada)
Women’s 8 000 infirmiéres - B-caroténe (20 mg) out Mortalité et morbidité cardiovasculaire :
Atherosclerosis atteintes d’affections vitamine C (1000 mg) ou | infarctus, attaque, revascularisation coronaire
Cardiovascular Study | cardiovasculaires vitamine E (400 UI) Etude en cours
(WAGS)
(Manson et al., 1995)
GISSI prevention * 12 000 personnes - Vitamine E (300 mg) Mortalité totale
(jha et al.. 1995) ayant eu un infarctus Etude en cours
du myocarde depuis
moins de 3 mois
(ltalie)
SU.VLMAX 5 000 hommes de 45 8 ans B-caroténe (6 mg) et Mortalité totale

{Hercberg et al., 1996)

a 60 ans
10 000 femmes de
35 & 60 ans (France)

vilamine G (120 mg) et
vitamine E (30 mg} o
sélénium (100 pg) et
zinc (20 mg)

Mortalile el morbidils cardiovasculaire
Fin de 'dlude en 2003

1. Gruppo ltaliano per lo Studio della Sopravvivenza nell’Infarto Miocardo Aculo.
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466 VITAMINES ET DIFFERENTS ETATS PHYSIOPATHOLOGIQUES

Comme pour la vitamine E, une relation positive significative entre I'indicateur
d’artériopathies périphériques et la consommation de vitamine C a été retrouvée,
mais seulement chez les fumeurs. Sur un échantillon américain de plus de 11 000
hommes et femmes 4gés de 45 & 64 ans (ARIC Study), 1'épaisseur intima-media des
artéres carotides est corrélée négativement avec les apports en nutriments anti-oxy-
dants seulement entre 55 et 64 ans. Cstte liaison est retrouvée dans les deux sexes
pour la vitamine C, aprés ajustement sur les autres facteurs de risque, et seulement
chez les femmes pour la vitamine E, la corrélation avec les apports en B-caroténe étant
tres faibles (Kritchevsky et al., 1995). Selon les auteurs de cette étude, ces données
fournissent des arguments limités sur l'effet protecteur des vitamines E et C vis-a-vis
de 'athérosclérose. Trés récemment, 1'étude francaise EVA portant sur 1187 hommes
et femmes 4gés de 59 & 71 ans, a montré également une relation significative inverse
entre 'épaisseur intima-média des artéres carotides et la concentration de vitamine E
dans I'érythrocyte ; cette liaison reste significative mé&me aprés ajustement sur les fac-
teurs conventionnels de risque cardiovasculaire (Bonithon-Kopp et al., 1997).

L'effet de la vitamine E a été également testé dans la prévention de la progression
de V’athérosclérose coronaire. Une étude récente sur environ 150 patients opérés pour
un pontage coronarien et participant a un essai clinique d’une combinaison de deux
hypolipémiants (colestipol et niacine) a montré une diminution de la progression de
la maladie coronaire chez les hommes prenant spontanément plus de 100 Ul par jour
de vitamine E (Hodis et al., 1995). Les effets, mesurés par deux angiographies réali-
sées a deux ans, ne sont détectables que pour les 1ésions légeéres et modérées et ne
sont significatifs que pour le groupe recevant les hypolipémiants. La méme équipe a
montré également un taux de progression de I’épaisseur intima-media des carotides
moindre chez les patients prenant plus de 100 UI par jour de vitamine E, la relation
n’étant significative que pour le groupe placebo (Azen et al., 1996). Contrairement 2 la
vitamine E, la prise de suppléments de vitamine C & fortes doses (> 250 Ul par jour)
chez ces patients n'a pas d’effet significatif sur la progression de l'athérosclérose a
deux ans, le phénomeéne étant estimé soit par angiographie coronairs, soit par la
mesure de I’épaisseur intima-media des artéres carotides (Hodis et al., 1995 ; Azen et
al.,, 1996). Ces résultats suggérent que la vitamine E pourrait étre utile chez les
patients coronariens traités par des hypolipémiants, mais nécessitent confirmation
par des essais randomisés en double aveugle.

4.2, Grandes études de cohorte sur la mortalité et la morbidité cardiovasculaires

Dans les études prospectives de cohorte, un groupe important d’individus est
suivi dans le temps et, & la fin du suivi, 'incidence des événements cardiovasculaires
chez les sujets ayant des apports ou des concentrations plasmatiques élevés en vita-
mines anti-oxydantes est comparée a celle observée chez les individus ayant des
apports ou des concentrations plasmatiques basses. Dans les études cas-témoins réali-
sées au sein de cohorte (nested case-control study des anglo-saxons), les concentra-
tions plasmatiques en vitamines des prélevements recueillis & I'inclusion sont compa-
rées entre, d'une part, les sujets qui ont développé une maladie cardiovasculaire et,
d’autre part, un échantillon apparié d’individus n’ayant pas présenté la maladie.

4.2.1. Vitamine E

L'étude transculturelle OMS/MONICA a été 'une des premidres & souligner la
relation inverse entre la concentration plasmatique d’o-tocophérol ajustée sur les lipi-
des et la mortalité cardiovasculaire dans 16 populations (Gey et al., 1991). Ce résultat
a été confirmé par des études cas-témoins (Riemersma et al., 1991 ; Regnstrom et al,,
1996 ; Kardinaal et al., 1993), la vitamine E étant mesurée dans le plasma, les LDL ou



VITAMINES ANTIOXYDANTES ET RISQUE CARDIOVASCULAIRE 467

les adipocytes. De plus une étude récente a montré gue le contenu des LDL en vita-
mine E, ajusté sur les lipides des LDL, est corrélé négativement au score de sténose
(Regnstrdm et al., 1996). Cependant toutes ces études ne permettent pas de conclure a
des relations de causes a effets.

Les cing premiéres études prospectives résumées dans le tableau 1 ont utilisé,
comme indicateur de statut en vitamine E, I’estimation des apports alimentaires au
moment de I'inclusion des sujets dans 'étude. Excepté I’étude chez les hommes fin-
landais (Knekt et al., 1994), toutes ont mentré que des apports élevés en vitamine E,
venant de l'alimentation ou des suppléments, sont associés avec une réduction signi-
ficative de I'incidence de la maladie cardiovasculaire mesurée par la mortalité et/cu
la morbidité générale ou spécifique, en tenant compte des autre facteurs de risque car-
diovasculaire, La réduction du risque relatif de maladies cardiovasculaires est com-
prise entre 40 et 65 p. 100 pour des différences de niveau d’apports d’environ 1,3 a
5,7 fois {Jha et al., 1996) ; pour obtenir ces résultats il faut entre 4 et 14 ans de supplé-
mentation ou d’apports alimentaires élevés. '

Le deuxiéme indicateur de statut en vitamine E utilisé dans les études prospecti-
ves de population est le niveau d'o-tocophérol mesuré dans le sang. Contrairement
aux études précédentes, les deux études cas-témoins effectuées au sein de cohortes
(Salonen et al., 1985 ; Kok et al., 1987), en prenant en compte les concentrations de
vitamine E des prélévements a I'inclusion, n’ont pas montré d’associations significati-
ves entre statut en a-tocophérol et risque de maladies cardio-vasculaires (Tableau 1)).
Cependant ce type d’étude repose sur des dosages effectués sur des prélevements agés
de 7 2 9 ans ol les phénomenes de dégradation de l'a-tocophérol au cours du temps
peuvent diminuer la force des liaisons, et sur un seul prélévement sanguin qui n’est
pas représentatif du statut en a-tocophérol a long terme (Comstock et al., 1993).

4.2.2. Caroténoides

Cing des six études de cohortes décrites tableau 2 et portant sur les apports ali-
mentaires ou les concentrations plasmatiques de B-caroténe concluent 4 une réduc-
tion significative de I'incidence des événements cardiovasculaires chez les individus
ayant le statut en B-caroténe le plus favorable. Aprés un suivi de 4 & 13 ans, la réduc-
tion du risque relatif de maladies cardiovasculaires est compris entre 30 et 58 p. 100
pour des différences de niveau d’apports d’environ 1,5 & 4,8 fois (Jha et al., 1996).
L'étude américaine portant sur environ 39 000 hommes professionnels de santé
(Rimm et al., 1993), a montré que le bénéfice di aux apports élevés en f-caroténe est
significatif seulement chez les fumeurs (réduction du risque de 70 p. 100) et chez les
anciens fumeurs (réduction du risque de 40). Chez les non fumeurs I'effet sur I'inci-
dence de la maladie cardiovasculaire n'est pas significatif.

Deux études cas-témoins issues de cohortes, n’ont pas montré de résultats signifi-
catifs en utilisant le rétinol plasmatique qui est un bon indicateur de statut en -caro-
tdne (Kok ef al., 1987 ; Salonen et al., 1985).

4.2.3. Vitamine C

En Grande-Bretagne, I'incidence des attaques et des coronaropathies est la plus
élevée dans les régions ol la consommation de fruits et légumes est la plus faible. Une
étude trés récente {Key et al., 1996) effectuée sur 11 000 personnes végétariennes ou
proches des milieux végétariens a montré aprés un suivi de 17 ans que la consomma-
tion réguliére de fruits frais est associée & une réduction du risque de mortalité glo-
bale et spécifique par maladies cardiovasculaires et par attaques, respectivement de
21, 24 et 32 p. 100. Cet éventuel effet protecteur est attribué a la vitamine C apportée
par les fruits mais aussi aux caroténoides.
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Les principales études de cohortes décrites tableau 3 et portant sur le statut en
vitamine C évalué par les apports alimentaires ou les concentrations plasmatiques ne
sont pas en faveur d’un effet protecteur de 'acide ascorbique vis-a-vis du risque de
pathologies cardiovasculaires. Les 2 études montrant une réduction significative de
l'incidence de la mortalité générale (Enstrom et al., 1992) ou spécifique par coronaro-
pathies chez les femmes (Knekt et al, 1994) n’ont pas tenu compte dans leurs analy-
ses des apports en vitamine E, ceux-ci étant souvent corrélés aux apports en vita-
mine C.

Une des deux études conduisant a des résultats significatifs, en tenant compte des
autres facteurs de risque, a été menée sur un échantillon de 730 hommes et femnmes
dgés de plus de 65 ans suivi pendant 20 ans (Gale et al., 1995). Dans ce travail, le ris-
que de décas par attaques est diminué de moitié pour les individus qui consommaient
plus de 45 mg de vitamine C par jour par rapport & ceux qui consommaient moins de
28 mg ; cependant, il n’a pas été montré de relation avec le risque de mortalité par
coronaropathies. Tout derniérement 1’étude finlandaise de ’équipe de Salonen (Nyys-
sonen et al., 1997) a conclu, aprés un suivi de 5 ans, que la déficience en vitamine C
évaluée par un taux bas d’acide ascarbique dans le plasma était un facteur de risque
cardiovasculaire.

Il n'existe pas d’étude cas-témoins issue de cohorte dans le domaine de la vita-
mine C, 'acide ascorbique n'étant pas stable & long terme dans les prélevements bio-
logiques {Comstock et al., 1993).

4.2.4. Flavonoides

Depuis quelques années une autres familles de substances anti-oxydantes est sus-
pectée d’avoir des propriétés protectrices vis-4-vis du risque de maladie cardiovascu-
laire. Par exemple, ’étude de Zutphen (Pays Bas) a montré sur 15 ans de suivi une
association inverse entre les apports en flavonoides et I'incidence de l'attaque (Keli
et al,, 1996) ; les hommes ayant des apports en flavonoides élevés ont un risque
d’attaque 73 p. 100 plus faible que ceux ayant des apports bas, RR = 0,27 (0,11-0,70).
Les apports en B-caroténe sont associés également & un risque d’attaque plus faible,
indépendamment des apports en flavonoides mais le risque relatif n'est pas significa-
tif, RR = 0,54 (0,22-1,33). En revanche, le statut en vitamine E et C n'est pas lié a
I'incidence de I'attaque dans cette étude.

Dans cette étude, le thé noir est la source la plus abondante de flavonoides

. (70 p. 100 sont apportés par le thé) et le risque d'attaque est inversement corrélé a la
consommation de cette boisson. Mais le probléme est plus complexe : le thé contient,
en plus des flavonoides, des substances anti-oxydantes qui pourraient expliquer
’effet protecteur de sa consommation comme les catéchines, les gallates d’épicatechi-
nes et les gallates épigallocatéchines (Graham, 1992).

Toujours aux Pays-Bas, chez la personne 4gée, les apports en flavonoides semblent
également avoir un effet protecteur sur l'incidence des cardiopathies ischémiques
(Hertog et al., 1993). Ceci a été observé dans 'étude des Sept Pays dans laquelle les
apports moyens en flavonoides des 16 cohortes sont corrélés négativement avec la
mortalité par cardiopathies ischémiques (Hertog et al., 1995).

4.3. Essais randomisés de prévention

Les études d’observation, méme si elles prennent en compte la plupart du temps
les facteurs de risque cardiovasculaire, comportent des biais liés aux comportements
de santé associés aux prise alimentaires et & la consommation de suppléments. Seules
les études randomisés en double aveugle portant sur des échantillons de taille impor-
tante permettent d’estimer, avec un minimum de biais, l'efficacité d'une supplémen-
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tation vitaminique dans la prévention des maladies cardiovasculaires. Dans la littéra-
ture les premiers grands essais de ce type ont été mis en place avec 1'objectif principal
de quantifier I'efficacité de la supplémentation sur le risque de cancer ; cependant, le
recueil de données suffisamment large a permis d’étendre I’analyse a la mortalité
totale et spécifique par maladie cardiovasculaire. Sur les 12 études de plus de
1 000 sujets actuellement référencées, 6 seulement ont été conduites a leur terme et
ont été publides (Tableau 4) (Jha et al., 1995). Ces essais se sont adressés a des échan-
tillons de grande taille issus de populations trés différentes: fumeurs (ATBC et
CARET), travailleurs exposés a ’amiante {CARET), population de la province du Lin-
xian (région de Chine ol les apports alimentaires en micronutriments sont limités),
médecins américains (PHS), patients atteints de cancer de la peau (SCPS) ou atteints
d’athérosclérose coronarienne (CHAOS). Excepté pour I'étude CHAOS, les doses jour-
naligres de vitamine E (entre 30 et 50 mg) et de -carotene {entre 15 et 50 mg) ont fait
augmenter la concentration plasmatique de chacun de ces anti-oxydants respective-
ment de 1,4 & 2 fois et de 8 & 15 fois.

4.3.1. Vitamine E

En ce qui concerne la vitamine E, la premigre étude en population générale a testé
une combinaison de vitamine E, B-caroténe et sélénium sur un échantillon issu d'une
province de Chine ot les apports alimentaires en anti-oxydants sont bien inférieurs
a ceux que l'on observe dans les pays occidentaux (Blot et al., 1993). La réduction de
la mortalité de 9 p. 100, observée aprés 5 années de suivi chez les sujets prenant le
supplément, est principalement due & la régression des cancers de l'estomac. Dans
cette méme étude, on observe une tendance non significative de la réduction de la
mortalité par maladies cérébrovasculaires (RR =0,90: IC =0,76-1,07) mais qui ne
peut 8&tre attribuée & aucun des composants en particulier. Les résultats de l'essai
ATBC portant sur 1 700 déces par maladies cardiovasculaires sont en contradiction
avec les données des études épidémiologiques prospectives. Le seul résultat positif,
qualifié par les auteurs de 'étude de «effect small and hardly of public health
significance », porte sur la réduction de l'incidence de I'angine de poitrine dans le
groupe prenant 50 mg/jour de vitamine E (RR = 0,91 : IC = 0,83-0,99) (Rapola et al.,
1996).

Parmi les essais de prévention secondaire, portant sur des patients déja porteurs
d’affections cardiovasculaires, I'étude CHAQS publiée trés récemment (Stephens et
al., 1996}, a montré que le risque d’infarctus secondaires sans décés était diminué de
75 p. 100 environ aprés un an et demi de traitement par des doses importantes de
vitamine E (400 & 800 mg/jour). Cependant la mortalité cardiovasculaire n’sst pas
significativement modifiée par le traitement (18 p. 100 d’augmentation dans le groupe
prenant de la vitamine E}. Ces résultats ont été remis en cause en particulier du fait de
problémes méthodologiques de suivi non systématique des patients ne permettant
pas de comptabiliser les infarctus silencieux et de la compliance au traitement trop
faible, environ 50 p. 100 {Ogunyankin, 1996). Les autres essais de prévention secon-
daire portent sur des effectifs beaucoup plus faibles et des durées plus courtes. Deux
essais cliniques rigoureux, mais plus anciens, portant sur le traitement de I'angine de
poitrine par la vitamine E, sur des périodes de 9 semaines et 6 mois, n’ont pas montré
de résultats concluants tant sur ’'amélioration des symptémes de la maladie que sur
la récupération des capacités a I'effort (Anderson, 1974 ; Gililan et al., 1977). Enfin un
essai portant sur 100 patients ayant subi une angioplastie transluminale percutanée a
montré une réduction du risque relatif de 46 p. 100 (cependant non significative
p <0,06) de resténose coronarienne aprés un traitement en double aveugle par
1 200 mg/jour de vitamine E pendant 4 mois (DeMaio S et al., 1992).
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4.3.2. B-caroténe ,

En ce qui concerne le B-caroténe, aucune des études citées tableau 4 ne démontre
leffet préventif d'une supplémentation sur la mortalité globale ou spécifique par
maladies cardiovasculaires. De plus, dans deux études (ATBC, CARET) on observe
une augmentation significative de la mortalité globale dans le groupe prenant du
B-caroténe et dans ’étude CARET, la mortalité spécifique cardiovasculaire est signifi-
cativement plus élevées. Dans I'étude PHS, l'effet bénéfique & la prise de p-caroténe
sur l'incidence des maladies cardiovasculaires & 5 ans, mise en évidence lors de 'ana-
lyse préliminaire d'un sous-échantillon de sujets atteints d’angine de poitrine
(Gaziano et al., 1990), n’a pas été confirmé aprés 10 ans de suivi sur l'échantillon
global.

4.3.3. Commentaires : les doutes de la communauté scientifique

Au vu de ces derniers résultats, totalement en contradiction avec les conclusions
des études de cohorte présentées et discutées précédemment, la communauté scienti-
fique est restée sur une impression de doute et diverses hypothases d’explication ont
étayé les nombreux éditoriaux qui ont suivi chaque nouvelle publication négative
(Hankinson et Stampfer, 1994 ; Greenberg et Sporn, 1996 ; Hennekens et al., 1994). En
général, toutes ces études ont été menées dans les régles de l'art et les résultats qui en
sont issus ne sont jamais remis en question pour des raisons méthodologiques ou de
puissancs statistique. Les principales causes de ces résultats discordants entre les étu-
des de cchorte et les essais d’intervention peuvent étre résumées ainsi, que ce soit
dans le domaine des maladies cardiovasculaires ou du cancer :

— le bénéfice d’'une supplémentation en vitamine E et/ou en P-caroténe ne serait
effectif et mesurable qu’aprés une trés longue durée de prise et de suivi, plus de 5 a
10 ans;

— Deffet bénéfique serait trop faible pour &tre mis en évidence avec les effectifs de
taille moyenne ;

— 1'effet des anti-oxydants & court terme ne serait mesurable que sur les stades
précoces du développement de I'athérosclérose comme dans le cas des expérimenta-
tions chez I'animal ; les nouveaux essais de prévention sur ’homme devraient utiliser
des critéres d’efficacité plus fins comme 'épaisseur intima-media des artéres caroti-
des (Steinberg, 1995} ;

- les deux micronutriments « vedettes » ne seraient que des marqueurs de com-
portement alimentaire et de mode de vie, d’autres facteurs ou d’autres anti-oxydants
de I'alimentation seraient responsable de I'effet protecteur vis-a-vis des maladies car-
diovasculaires mais aussi du cancer ;

— le dosage des suppléments ne serait pas adapté & la prévention des maladies
chroniques, mais 1a les avis sont trés divergeants : d'un c6té les doses paraissent trop
faibles, de l'autre, elles sont trop élevées, entrainant un exces de mortalité dans le
groupe traité et I’arrét des essais concernant le B-caroténe et la vitamine A ;

— le B-caroténe et la vitamine A auraient dans certains cas des effets inverses a
ceux escomptés, en particulier chez les fumeurs ou les personnes exposées &
I'amiante. Le B-caroténe dans certaines conditions de tension d’oxygeéne et de concen-
tration élevée peut avoir des effets pro-oxydants et générer des radicaux libres (Bur-
ton et Ingold, 1984 ; Yamauchi et al,, 1995). La vitamine A pourrait avoir une action
délétere sur les cellules épithéliales déja altérées par les carcinogénes. Ces mécanis-
mes ont été surtout mis en cause pour expliquer 'excés de mortalité dans les études
ATBC et CARET. .

Les résultats des essais de prévention publiés dans les toutes derniéres années
sont en défaveur de la supplémentation en B-caroténe, vitamine A et a-tocophérol ; en
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particulier, il n’est pas recommandé pour les fumeurs et les individus exposés au
produits carcinogénes d’utiliser des suppléments a base de B-caroténe et/ou de
vitamine A. Uarrét du tabagisme et une consommation accrue de fruits et légumes et
de céréales — permettant de diminuer les apports en lipides, en particulier saturés, et
d’augmenter les apports en vitamines, sélénium et fibres et en autres substances a
effet anti-oxydant et anticarcinogéne potentiel — reste encore la mesure préventive
recommandée et la moins a risque. Cependant, les programmes de promotion de la
santé centrés sur la modification du comportement alimentaire devront, eux aussi,

apporter la preuve de leur efficacité.
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"ESVITAF". Vitamin status in three groups of French adults.
Controls, obese subjects, alcohol drinkers
Lemoine A, Le Devehat C, Herbeth B, Bourgeay-Causse M, Delacoux E, Mareschi JP, Martin J,
Miravet L, Potier de Courcy G, Zittoun J
Ann Nutr Metab 1986;30(suppl 1):1-94

Dans les années 80, en France, les données sur le statut vitaminique étaient tres parcellaires.
ESVITAF est la premiére étude multicentrique, portant sur un nombre important de sujets,
initiée et conduite dans le but :

o De déterminer les valeurs fréquentes des techniques d’évaluation du statut vitaminique
employées dans une population présentant un risque de déficience a priori tres bas. A cet
effet, un groupe de sujets a été sélectionné selon des critéres rigoureux de bonne santé et
d’hygiene (groupe témoin),

e D’étudier en paralléle deux groupes d’individus susceptibles de présenter plus de déficits
vitaminiques que la population générale : des individus de poids excessif sans autre
maladie nutritionnelle et non soumis a un régime, des buveurs excessifs, en bonne santé,
non alcoolo-dépendants.

Un échantillon de 710 individus (396 hommes et 314 femmes) de 18 a 44 ans a été recruté
dans le cadre des centres d’examen de sant¢ de Vandoeuvre et Lyon et des consultations de
médecine du travail a Nevers, Clichy et Meudon. Selon les objectifs de I’étude, 3 groupes ont
été sélectionnés : 362 témoins, 158 obeses (indice pondéral > 1,16) et 190 buveurs excessifs
(consommation d’alcool > 43 g/j pour les hommes et > 21 g/j pour les femmes). Pour chaque
individu sélectionné dans 1’enquéte, des données socioprofessionnelles, physiques, diététiques
et biologiques ont éte recueillies. Les données alimentaires ont €té obtenues a ’aide d’un
semainier. Les parametres biologiques comprenaient, entre autre, la concentration dans le
plasma du rétinol, de I’a-tocophérol, du B-caroténe, des folates et de la vitamine D ainsi que
la concentration des folates dans les globules rouges et les activités érythrocytaires de la
transcétolase et glutathion réductase (enzymes ayant respectivement la vitamine Bl et la
vitamine B2 comme coenzyme).

L’enquéte ESVITAF a permis de dégager un certain nombre de points importants et de définir

quelques axes de recherche qui ont été suivis pour certains d’entre eux. Sur le plan des apports

alimentaires, la situation des groupes étudiés parait globalement satisfaisante, cependant
quelques problemes ont mis en évidence :

o La densité vitaminique des rations est globalement faible. Avec les aliments utilisés,
I’apport vitaminique est bas pour des niveaux caloriques relativement importants. Cet
apport peut devenir insuffisant en cas de régime hypocalorique, ce qui peut étre le cas
pour les obeses.

e [Les apports moyens en certaines vitamines et notamment en folates sont beaucoup plus
bas que les apports conseillés. Ceci pose le probleme de la validité des tables de
composition utilisées et éventuellement des apports conseillés pour ces vitamines.

e Parmi les sujets recrutés sur des criteres de bonne santé, un certain nombre a des apports
nutritionnels déséquilibrés et des apports vitaminiques qui ne permettent pas, sur des
periodes prolongées, de maintenir des stocks corrects ou de répondre a un brusque
accroissement des besoins.
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Sur le plan biologique :

e On retrouve, dans tous les groupes €tudiés et pour la plupart des vitamines, des valeurs
considérées comme caractéristiques de déficiences vitaminiques.

e Pour certains indicateurs, la prévalence des niveaux intermédiaires correspondant a un
risque de déficience a plus long terme est plus importante. Ces valeurs peuvent étre
interprétées comme liées a une insuffisance d’apports vitaminiques récents ou des réserves
de I"'organisme. Cette situation peut, en cas d’augmentation des besoins ou de dimmutlon
des apports, déboucher trés vite sur une déficience vitaminique vraie.

e Pour certains groupes a risque, la situation est moins bonne que chez les témoins.

ESVITAF, sans donner une vision représentative de la population, a confirme :

e Que comme dans d’autres pays industrialisés, il existait en France, en dehors de toute
pathologie, des déficits vitaminiques.

e Que dans les groupes considérés, a priori, comme présentant un risque supplémentaire de
déficience vitaminique, les sujets carencés sont plus nombreux.

En guise de conclusion, le collectif ESVITAF a proposé toute une série d’études a

entreprendre :

e Validation, mise a jour et édition de tables de composition des aliments spécifiques a la
France.

o Détermination du statut vitaminique dans d’autres tranches de population : prématurés et
jeunes enfants, adolescents, femmes sous contraception orale, femmes enceintes, sujets
agées, personnes ayant une alimentation particuliere,

e Etude de I’opportunité du renforcement de la ration en certaines vitamines et évaluation de
telles mesures.

Plus de 10 ans apres, a chacun d’apprécier le chemin qui a ét€ parcouru dans le domaine de la

vitaminologie.
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Foreword

CNERNA is part of the Centre National
de la Recherche Scientifique (CNRS). It is an
instigating body which makes reflections and
proposals. Through about sixty specialized
Committees, it brings together the most com-
petent experts to study, in a multidisciplin-
ary-oriented spirit, specific subjects in the
various areas of nutrition and nourishment:
in particular, basic nutrition, human nutri-
tion, nutritional toxicology; nutritional value
and quality of food products, nutritional mi-
crobiology, training and information.

The study of the vitamin status is with-
in the field of ‘nutrition and heaith’ of
CNERNA. It aims at obtaining a better
knowledge of one type of nutritional state,
the final objective being to remedy the possi-
ble deficiencies. This approach is related to
the general theme, i.e. ‘the recommended di-
etary allowances’, which was the subject of
another publication, prepared under the
guidance of Prof. Henri Dupin.

Nutritional epidemiology looks for bio-
logical tracers with a high discriminating val-
ue, characteristic of a risk of a given patholo-
gy. Except for rare cases, patent vitamin defi-
ciencies no longer exist in industrialized
countries. However, the question is whether
the vitamin status can be modified, taking

A vant-Propos

Le CNERNA est un laboratoire du Centre
National de la Recherche Scientifique
(CNRS). C'est un organisme de réflexion, de
proposition et d'incitation. Au sein d'une
soixantaine de Comimissions spécialisées, il
réunit les spécialistes les plus compétents, qui
étudient, dans un esprit multidisciplinaire, des
thémes précis dans les différents domaines de
la nutrition et de lalimentation: nutrition fon-
damentale, nutrition humaine, toxicologie
alimentaire, qualité et hygiene des produits,
microbiologie alimentaire, formation et infor-
mation, notamment.

Létude du starut vitaminique releve du
secteur d'activité «nutrition et santé» du
CNERNA. Elle vise & mieux connaitre un type
d'état nutritionnel, lobjectif final étant de
combattre les déficiences éventuelles. Cette
démarche s'apparente ainsi au théme général
«les apports nutritionnels conseillésy, qui a
Jait l'objet d’'une autre publication, préparée
sous 'autorité du professeur Henri Dupin.

La tendance de l'épidémiologie nutrition-
nelle est de rechercher des marqueurs biologi-
ques ayant une valeur discriminante élevée,
caractéristique d’un risque de survenue d'une
pathologie donnée. Dans le domaine des vita-
mines, les carences affirmées ont, sauf cas
exceptionnel, disparu dans les pays industria-
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into account the evolution of the ways of
food consumption, quantities presently eaten
and the possible impact of technologies on
food products. Other parameters, such as al-
cohol and drug consumption, will also have
to be considered.

The CNERNA ‘Vitaminology’ Commit-
tee (Head: Prof. Yves Raoul), prompted the
creation of an ad hoc group (ESVITAF;
Etude du Statut Vitaminique des Francais)
which has received financial support from
both the government bodies and the private
industry. Drs. Lemoine and Le Devehat were
responsibie for the work carried out by. the
group; they formed a ‘club’ comprising clini-
cians, biologists, biochemists, data-process-
ing specialists, dieticians. I wish to stress the
importance of the work accomplished by the
group, despite the many obstacles faced. The
question of vitamin intake must be neither
under- nor overvalued. It is part of a scien-
tific approach such as the one presented in
this issue of Annals of Nutrition and Metabo-
lism.

André Frangois

Director of CNERNA

lisés. Toutefois, la question se pose de savoir
si le statut vitaminique peut étre modifié,
compte tenu de l'évolution des modes de
consommation des aliments, des quantités
consommées actuellement et de linfluence
éventuelle des technologies sur la composition
des produits. Il faut également tenir compte
des parametres tels que la consommation
d’alcool ou de médicaments.

La Commission «Vitaminologie» du
CNERNA, qui est placée sous l'autorité du
professeur Yves Raoul, a suscité la création
d’un groupe ad hoc (ESVITAF; Etude du Sta-
tut Vitaminique des Frangais) qui a re¢u un
soutien budgétaire du secteur public et du sec-
teur privé. Les docteurs Lemoine et Le Deve-
hat ont assumé la responsabilité des travaux
de ce groupe; ils ont constitué un «club» grou-
pant des cliniciens, des biologistes, des biochi-
mistes, des informaticiens, des diététiciens. Je
tiens a souligner l'importance du travail que
ce groupe a mené a bien, malgré les nombreu-
ses difficultés rencontrées. La question de la
nutrition vitaminique ne doit étre ni minimi-
sée, ni surestimée. Elle reléve d’'une approche
scientifique telle que celle qui est présentée
dans le présent fascicule de Annals of Nutri-
tion and Metabolism.

André Frangois

Directeur du CNERNA



General Outline of the
ESVITAF Survey

At the instigation of Prof. 4. Frangois and
G. Debry, a study on the vitamin status of
certain groups of the French population,
known as ESVITAF, was included in the pro-
gram of the Commission de Vitaminologie of
CNERNA as early as 1978~1979. Subse-
quent help from DGRST and FFN enabled
the survey to get underway. In order to over-
come the many obstacles of such a multi-
center work (Lyon, Nancy, Nevers, Paris and
Basel), a dynamic, united and dedicated field
team was needed in addition to the good
institutional arrangements. Drs. Alain Le-
moine and Claude Le Devehat directed the
group with great success. The other members
of the team, whose names are mentioned
above (p. 3) were kind enough to accept the
necessary discipline. The publication pre-
sented is a demonstration of the success of
the enterprise. It is therefore proper that we
thank and congratulate the different instigat-
ing bodies and those who carried out this
mission.

ESVITAF had first of all to overcome two
basic difficulties: epidemiological surveys are
not encouraged in France and the often lim-
ited associative spirit of our compatriots is
little suited to a geographically dispersed
team work. The composition of the control

Présentation générale de
Uenquéte ESVITAF

Sous Uimpulsion des professeurs A. Fran-
cois et G. Debry, une étude sur le statut vita-
minique de certains groupes de la population
Jfrancaise (ESVITAFE) a été, dés 1978-1979,
inscrite au programme de la Commission de
Vitaminologie du CNERNA. Le soutien ulté-
rieur de la DGRST et de la FFN a permis le
démarrage de ['enquéte. A ces bonnes disposi-
tions institutionnelles, il fallait sur le terrain,
une équipe dynamique, soudée et dévouée
pour franchir les obstacles nombreux d'un
travail multicentrique (Lyon, Nancy, Nevers,
Paris et Bdle). L'animation du Groupe a été
assurée avec succes par les docteurs Alain
Lemoine et Claude Le Devehat. Les autres
membres de 'équipe dont les noms figurent
ci-dessus (p. 3) ont eu le mérite d’accepter les
disciplines nécessaires. La publication présen-
tée est une manifestation de la réussite de ['en-
treprise. Nous nous devons donc de remeicier
et de féliciter les divers organismes incitateurs
et les réalisateurs de cette mission.

Le projet ESVITAF devait vaincre d’abord
deux difficultés de base; les enquétes épidé-
miologiques ne sont pas favorisés en France et
le tempérament associatif souvent limité de
nos compatriotes est peu adapté a un travail
d’équipe géographiquement dispersé. Il fallait
ensuite préciser la composition des groupes
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groups in good health, volunteer participants
in this dietary survey, together with the
groups at risk had then to be defined. There
was also the choice of the clinical check-ups,
modern methods of biological analysis for
vitamins, the method for a speedy circulation
of biological samples, statistical analysis of
the results by computer. This study was also
to enable a comparison to be made between
national results and modern surveys done in
other countries {e.g. ref. 6]. Our colleagues in
the other industrial countries have in fact
been doing studies of this nature for a long
time.

ESVITAF had a dual aim: to determine
the usual vitamin status of certain groups of
the population (18-44 years old in good
health) and to do a parallel study of certain
groups in which a high risk of vitamin defi-
ciency is suspected (overweight subjects and
alcohol drinkers in good health).

The first aim is essential because it will
allow one to assess the present nutritional
state according to the selection criteria of the
chosen population. It was therefore possible
to make a comparison with the recom-
mended intakes, a statistical notion implying
an idea of risk. Intakes below the recom-
mended gquantity (100%), or 1 for simplifica-
tion, are a sign of subdeficiency or deficiency,
all the greater as the difference increases. On
the other hand, an intake of about 200%, or 2
would comfortably cover the needs. Finally,
an intake between 1 and 2 is far from exces-
sive and is within a nutritionally reasonable
area. On the whole, the survey results con-
firm this idea, which makes all the more sig-
nificant the exceptions found based on the
blood tests which showed, in particular, an
insufficient intake of folic acid and vitamin
B,. The other deficiencies (iron for example)
are also in keeping with the data from other

témoins de la population en bonne santé, par-
licipants volontaires a cette étude d’enquéte
diététique, ainsi que des groupes a risques. S’y
ajoutaient le choix des bilans cliniques, des
méthodes modernes d'analyses biologiques en
matiére de vitamines, la méthode de circula-
tion rapide des échantillons biologiques, 'ex-
ploitation statistique a ['aide de "outil infor-
matique des résultats. Cette étude devait aussi
permettre une comparaison des résultats na-
tionaux avec les enquétes modernes étrange-
res [p. ex. réf. 6]. Nos collégues des autres pays
industriels ont en effet entrepris des études de
méme nature depuis longtemps.

Le but d’ESVITAF fut double: déterminer
les valeurs usuelles du statut vitaminique de
certaines tranches de la population (1844 ans
en bonne santé) et étudier parallélement cer-
tains groupes dans lesquels on suspecte un ris-
que élevé de déficience vitaminique (obéses et
buveurs d’alcool en bonne santé).

Le premier objectif est essentiel puisqu’il
devait permetire une appréciation du statut
nutritionnel actuel en fonction du choix des
critéres de sélection de la population retenue.
La comparaison avec les valeurs des apports
recommandeés, notion statistique sous-tendant
une notion de risque, a donc été possible. Des
apports inférieurs aux valeurs recommandeées
done 100% ou 1 pour simplifier le langage,
sont un indice de risque de subcarence ou de
carence d’autant plus grand que cet écart est
élevé. Par opposition, un apport voisin de
200% ou 2 semble confortable. En définitive,
une fourchette d'apport comprise entre 1 et 2
demeure loin des exces et se situe dans une
zone nutritionnellement raisonnable. Les ré-
sultats de l'enquéte appuient dans ['ensemble
cette conception, ce qui donne toute leur signi-
fication aux exceptions rencontrées au vi des
tests sanguins qui dénotent notamment un
apport insuffisant pour lacide folique et la
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industrial countries. In France no vitamin
supplement in ordinary food is allowed. It
will therefore be the responsibility of the
medical and health authorities to take into
account these results in order possibly to
launch a new nutritional policy.

The second part of the study dealt with
overweight subjects and heavy drinkers, and
showed the influence of the ‘calorie value’ of
the ration, which ensures sufficient quality
intake in the former, and the tendency of the
latter group to have insufficient levels of vita-
min B, and folic acid. There is a patent met-
abolic disturbance in the second group.

These findings, some of which were pre-
dictable, are therefore no longer hypotheses
but are proven facts, which shows the effi-
cacy of this study. It should be continued and
complemented by other surveys of the same
type in order to forecast optimally the evolu-
tion of nutrition in our country. The authors
are therefore to be thanked for having, in
spite of all the obstacles, enabled an initial
reflection to be made whose consequences
will be best seen in the long term. Such is the
characteristic, the price even, of important
things.

Y. Raoul

vitamine B,. Les autres insuffisances (fer par
exemple) sont aussi en accord avec les don-
nées des autres pays industriels. En France
aucune supplémentation vitaminique de ['ali-
mentation courante n'est autorisée. Il appar-
tiendra aux autorités médicales et sanitaires
de prendre en compte ces résultats pour mener
éventuellement une nouvelle politique alimen-
taire.

Le second objectif. appliqué chez les obéses
et buveurs excessifs, a montré Uinfluence du
«poids calorique» de la ration qui assure des
apports qualitatifs suffisants chez les premiers
et la tendance des seconds vers des taux insuf-
fisants de vitamine B, et d'acide folique. La
perturbation métabolique est manifeste dans
ce second cas.

Ces constatations, prévisibles pour certai-
nes, sont donc passées du domaine de I'hypo-
these a celui de la démonstration. C'est la
marque de ['efficacité de cette étude. Celle-ci
doit étre poursuivie et complétée par d’autres
enquétes du méme type si 'on veut prévoir de
Jfacon optimale l'évolution de la nutrition dans
notre pays. Il faut donc remercier les auteurs
d’avoir, contre vents et marées, permis une
premiere réflexion dont les conséquences se
mesureront mieux a long terme. C'est la ca-
ractéristique, voire la rang¢on, des choses im-
portantes.

Y. Raoul






Introduction

In recent years, dietary habits in France
have changed in many respects, mainly due
to social factors such as modified working
conditions, improved transport and a higher
standard of living. Two examples of these
social developments are the increased pro-
portion of women in the workforce in the last
20 or so years, which has resulted in a modi-
fied mealtime structure with more meals be-
ing eaten outside the home, and the decreas-
ing energy requirements at work, coupled
with a higher physical expenditure in leisure
activities.

In addition to these social effects, the new
technologies applied to agriculture and to
food processing, distribution and preparation
have also played a part in altering the vita-
min composition of foods. These changes are
confirmed by comparing recent food con-
sumption surveys with those made in the last
decades. Animal protein consumption has
increased sharply inducing higher animal fat
consumption, whereas the proportion of
complex carbohydrates has dropped. These
changing patterns in macronutrient intake
have modified the micronutrient consump-
tion and the consequences of these interre-
lated changes on dietary consumption must
be studied.

© 1986 S. Karger AG, Basel
0250-6807/86/0307-0015S2.75/0

Introduction

Il est incontestable que les habitudes ali-
mentaires des Frangais changent sur bien des
plans. Cette évolution découle plus ou moins
directement de facteurs sociaux tels que les
modifications des conditions de travail, de
transport, de confort. Les activités de loisir
deviennent de plus en plus importantes et le
travail professionnel de moins en moins exi-
geant sur le plan musculaire. Le rapport qui
existe entre la dépense énergétique due aux
activités professionnelles et celle qui découle
des loisirs a beaucoup diminué.

Sur le plan alimentaire, quelques facteurs
sociaux ont eu dans les derniéres décennies,
une influence décisive: notamment la généra-
lisation du travail féminin et 'augmeniation
de la prise de repas en collectivité. D'autres
éléments entrainent des wmodifications de
composition alimentaire: technologies nou-
velles de culture, de stockage et de conserva-
tion, de préparation et de distribution des ali-
ments.

Les gotits et les habitudes alimentaires évo-
luent, aboutissant, lorsque 'on compare les
résultats d’enquétes de consommation réali-
sées il y a quelques décennies aux résultats
enregistrés de nos jours, a des bouleverse-
ments assez importants. Ainsi la consomma-
tion des protéines d'origine animale a forte-
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On account of the changes in the French
way of life, we felt that it was necessary to
assess the vitamin status of the French popu-
lation and to obtain a more accurate idea of
the required dietary allowances (RDA). On
this basis, we have studied the following
three problems:

— assessment of the vitamin status of the
French population to detect any characteris-
tic or subclinical vitamin deficiencies, and an
evaluation of their consequences;

- accurate definition of the vitamin require-
ments with detection of any ‘vitamin-defi-
cient’ groups;

-~ proposals for improving the vitamin con-
tent in food and the nutritional balance, with
a view to decreasing the risk of any deficien-
cles.

ment progressé avec pour corollaire ['aug-
mentation de la consommation des graisses
animales. Dans le méme temps, la proportion
des glucides complexes a beaucoup diminué,
L'équilibre des rations s’est donc profonde-
ment modifié et I'on peut s’interroger sur les
conséquences de tous ces bouleversements sur
la composition, en particulier vitaminique, de
l'alimentation.

En effet, si en premiere analyse la situation
nutritionnelle parait globalement bonne en
France, on connait depuis longtemps des
groupes présentant un risque accru de défi-
cience nutritionnelle du fait soit d’apports re-
duits ou déséquilibrés, soit de besoins aug-
mentés, soit de la conjonction de ces éleé-
ments.

La connaissance de tels groupes, 'étude
des causes et des conséquences des déficits
dont ils sont atteints permettent de mieux
définir les apports a recommander a la popu-
lation générale. 1l est en effet de plus en plus
important, devant le développement de la res-
tauration collective, de disposer d’indications
chiffrées si contestables soient-elles.

Ainsi trois ordres de problemes se posent:

— apprécier le statut vitaminique de la popu-
lation pour détecter éventuellement des états
de déficience vitaminique caractérisés ou in-
Jfracliniques et apprécier leurs conséquences,
— mieux définir les besoins vitaminiques et
étudier dans la population les groupes a risque
élevé de déficience vitaminique;
— proposer des mesures qui permettent de
pallier ce risque, par exemple: amélioration
de la teneur vitaminique et de l'équilibre de
lalimentation en intervenant notamment sur
sa composition initiale et sur les facteurs délé-
téres qui s'exercent ensuite; mise au point et
évaluation de programmes d’éducation ali-
mentaire.



Introduction - Introduction

This study has taken into account the rec-
ommendations of the International Union of
Nutritional Science [12] and its objectives
are:

- to determine the incidence of deficiencies
in a control group selected according to very
strict criteria for good health; these subjects
should therefore present a very low probabil-
ity of deficiency (controls);

— to study, in parallel, two other groups that
are well represented in the French population
and that are presumed to be more prone to
vitamin deficiencies than the healthy control
group, i.e.. a group of obese subjects that
were not dieting and were not subject to
nutritional diseases (a prelfminary study had
indicated that obese subjects had unsatisfac-
tory vitamin levels), and a group of alcohol
drinkers, who were otherwise in good health
and were not alcoholics.

C’est dans la perspective des recommanda-
tions de l'International Union of Nutritional
Science [12] que s'inscrit le présent travail,

Nous avons en effet voulu:

— déterminer les valeurs fréquentes des tech-
niques d’évaluation du statut vitaminique em-
ployées dans une population présentant un
risque de déficience a priori trés bas. Nous
avons sélectionné a cet effet un groupe de
sujets selon des critéres rigoureux de bonne
santé et d’hygiéne (groupe témoin);

— étudier en paralléle deux groupes de sujets
numériquement importants en France et sus-
ceptibles de présenter plus de déficits vitamini-
ques que la population générale: des sujets de
poids excessif sans autre maladie nutrition-
nelle connue non soumis a un régime, dont
nous avions pu dans un travail préliminaire
constater que leur statut vitaminique n'était
pas pleinement satisfaisant; des buveurs ex-
cessifs non malades et, a priori, non alcoolo-
dépendants répondant a la méme définition
que les témoins pour ce qui ne concernail pas
la consommation d’alcool.

Le but de I’étude de ces deux groupes était
d’étudier Ueffer d’un facteur de risque isolé sur
le statut vitaminique en comparaison avec les
sujets des groupes de référence. Par la suite,
d'autres groupes d'dges, d’autres groupes a
risque élevé devraient étre sélectionnés et éru-
diés pour obtenir une vision plus représenta-
tive de ['état nutritionnnel de la population
Sfrangaise en matiere de vitamines.
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Population Samples

This survey was carried out on 710 French men
and women living in France. Their ages ranged from
18 to 44 years. They ate their usual diet and had no
acute or chronic disease, or surgical or medical histo-
ries likely to modify their nutritional or endocrine
status. They had not taken any drug including oral
contraceptives for at least I month. Five groups for
each sex based on weight index, alcohol intake and
smoking habits were constituted: one control group.
two groups of obese subjects and two groups of alco-
hol drinkers.

The selection criteria and groups are described in
table I. We chose two alcohol intake limits for male
and female drinkers because there are differences in
the usual alcohol intake levels between the sexes and

Matériel et méthodes

Echantillons étudiés

Cette enguéte concerne 710 sujets: honnes et fem-
mes de 18 a 44 ans. francais métropolitains, ayant une
alimentation spontanée, indemmes de maladie aigué
ou chronique et daniécédents chirurgicaux ou médi-
caux susceptibles de modifier 'érar de nwtrition ou
{6tat endocrinien, ne recevant ni médicament (depuis
au moins 1 mois), ni contraception orale. Pour chague
sexe, cing échantillons ont 616 constitués selon des cri-
teres d'indice pondéral, de consoniumation d'alcool ¢t de
tabac: un échantillon de témoins, deux échanillons
d'obéses et deux échantillons de buveurs d'alcool.

Ces critéres ainsi que la description des échantillons
sont détaillés au tableau I. Compte tenu des différences
de consommations alcooliques moyennes déclarées en-
tre les homunes et les fenunes et des caractéristiques de

Table L. Criteria for selection (CS) and description of samples

n AgC. years Weight index Alcohol consumption Tobacco
g/day consumption. g day
(@ percentiles [ percentifes CS  percentiles CS  smokers. My
5 50 95 5 50 95 5 50 95 10-1% =20
g dav g day
Men
Controls CM 189 18-44 21.0 30.5 40.7 =tl6 088 1.03 1.13 <43 1.2 148 421 <9 0 0
Obese oM, 29 18—44 21.5 312 393 147-1.46 118 1.26 1.45 <43 09 130 423 <9 0 0
OM, I 1844 211 32.0 404 =147 1.48 1.65 2.22 <43 0.7 6.7 4135 <9 0 0
Drinkers  AM, 75 1844 239 324 424 <146 096 1.04 1.17 4487 47.3 68.4 86.3 - 14 20
AM; 92 184 230 353 430 <146 096 1.08 1.39 =88 90.8 109.5 202.0 - 22 30
Homen
Controls CF 173 18—44 20,6 30.6 408 <[.l6 086 098 10 <21 05 48 205 <9 0 0
Obese OF, 72 1844 210 30.8 39.6 1.17-1.46 118 1.27 143 2 04 3.7 200 <9 0 0
OF, 46 184 206 30.2 390 =147 1.49 167 212 <2 04 37 202 <9 0 0
Drinkers  AF| 8 1844 218 32.0 40.2 =146 096 1.01 1.10 2243 225 275 310 - 0 0
AF, 15 18—44 278 327 436 <146 094 1.04 145 =44 469 67.2 231.0 - 7 27

The weight indes was calculated according to the formula of Lorentz (see p. 20). n = Number of subjects.
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because of the characteristics of our samples, each one
being comprised of healthy, active, nonalcoholic sub-
jects. The limits chosen for weight index and smoking
were less strict for the drinkers than for the other
groups, these parameters being linked to excessive
alcohol intake,

This study was conducted simultaneously in four
different geographical areas of France (Lyons, Nancy,
Nevers, Paris) between September 1979 and January
1982.

Volunteers were examined either at health exami-
nation centers (Centre de Sécurité Sociale Mermoz,
rue Joseph-Chalier, F-69008 Lyons, France; n = 148:
Centre de Médecine Préventive, 2, avenue du Doyen-
J.-Parisot, F-54500 Vandceuvre-lés-Nancy, France;
n = 292) or during specialized hospital consultations
or via the Department of Industrial Medicine (Service
de Diabétologie et des Maladies de la Nutrition,
Centre Hospitalier de Nevers, F-58320 Pougues-les-
Eaux, France; n = 210; Hépital Beaujon, 100, boule-
vard du Général-Leclerc, F-92110 Clichy, France;
Service Médical de la Se Circonscription du CNRS, 1,
place Aristide-Briand, F-92190 Meudon-Bellevue,
France; n = 60). The selected subjects were examined
prior to any dietary prescription.

nos échantillons — sujets actifs en bonne santé et non
alcooligues ~ nous avons utilisé des limites de consom-
mation différentes selon le sexe. Les critéres d’indice
pondéral et de consommation de tabac choisis sont
moins séveres pour les groupes de buveurs que pour les
autres groupes, ces paramétres étant liés a une consom-
mation excessive d’alcool.

L’enquéte s’est déroulée de septembre 1979 a jan-
vier 1982 simultanément dans quatre centres géogra-
phiques différents (Lyon, Nancy, Nevers, Paris). Elle a
débuté par la sélection du groupe des obéses et s'est
terminée par celle du groupe des buveurs. L'échantillon
témoin a é1é constitué pendant toute la période.

L'examen des volontaires s'est fait soit dans le
cadre de centres d'examens de santé (Centre de Sécu-
rite Sociale Mermoz, rue Joseph-Chalier, F-69008
Lyon, France; n = 148; Centre de Médecine Préventive,
2, avenue du Doyen-J.-Parisot, F-54500 Vandeuvre-
lés-Nancy, France; n = 292), soit dans le cadre de
consultations hospitaliéres spécialisées, soit par linter-
médiaire de la Médecine du Travail (Service de Diabé-
tologie et des Maladies de la Nutrition, Centre Hospi-
talier de Nevers, F--58320 Pougues-les-Eaux, France;
n = 210; Hépital Beaujon, 100, boulevard du Général-
Leclerc, F-92110 Clichy, France, et Service Médical de

Tableau I. Criteres de sélection (CS) et description des échantillons

n Age. années Indice pondéral Consommation d'alcool Consommation
g/ de iabac, g.j
[} centiles (&) centiles S centiles S fumeurs, "y
s 50 1A} 3 30 95 S S0 95 10-19 > 20

&J gJ

Hommes
Témoins CM 189 1844 21,0 305 407 < 1,16 088 103 113 =43 12 M8 421 <9 0 0
Obéses oM, 29 1844 215 312 393 1.17-1.46 118 126 145 <43 09 130 423 <9 0 0
oM, 1 1844 211 320 404 =147 148 165 222 <43 07 67 415 <9 0 It
Buveurs  AM; 75 1844 239 324 424 < 1,46 096 104 117 4487 473 684 863 - 4 20
AM; 92 1844 230 353 43.0 <146 0,96 108 139 =88 90.8 1095 2020 - 22 30

Femmes
Témoins CF 173 18—44 20,6 306 408 < /.16 0.86 098 110 <2/ 05 48 205 <9 0 0
Obéses OF,; 72 1844 210 308 396 1.17-146 118 1.27 143 <2/ 04 37 200 =9 0 0
OoF, 46 18—4 20,6 302 390 = /.47 149 167 212 <2/ 04 37 202 =9 0 [
Buvewrs  AF,; ) 18—~4 218 320 402 < 1.46 096 101 110 2243 225 275 310 - 0 0
AF, 15 18—44 278 327 436 < 146 094 1.04 145 =44 469 672 2310 - 7 27

L indice pondéral est caleuld selon la formule de Lorem= (voir p. 200 n = Effectifs.
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Methods

Socioprofessional, physical, dietary and biological
data were collected on each subject included in the
study.

General Questionnaire

This questionnaire included the following infor-
mation on subjects: age, sex, socioprofessional classes,
codified according to the Institut National de la Statis-
tique et des Etudes Economiques (INSEE; 18, boule-
vard A.-Pinard, F-75675 Paris Cédex 14, France)
physical activity during work and leisure (codified
according 10 four classes of increasing intensity using
typical activity samples: little, moderate, fair or high
activity), smoking and mean weekly sun exposure (less
than 3 h, 3-10 h, more than 10 h in town, country or
mountains, respectively).

Medical Examination

A physician measured height, weight, pulse, and
diastolic and systolic blood pressures. Arterial blood
pressures were measured after a 15-min rest in the
supine position. The weight index (WI]) was calculated
from height and ideal weight (IW) according to Lo-
rentz:

B weight (kg)
T IW (kg)
_ height (cm) ~ 150

IW = height (cm) - 100 —

C =4 for men; C = 2 for women.

Dietary Survey

This investigation lasted 7 consecutive days with
each (selected) subject recording in household units
his daily food consumption in a notebook according to
the instructions of the dietician or physician. The
quality, origin, and method of preparation and cook-
ing had to be recorded. On the morning of the 8th day,
while taking a blood sample, the dietician interviewed
each subjects for details on seasoning, drinks, cooking,
fresh or canned products and recorded this informa-
tion expressed in quantity of food ingested per day.

la Se Circonscription du CNRS, 1, place Aristide-
Briand, F-92190 Meudon-Bellevue, France, n=60). Le
recrutement et la sélection ont été menés a partir des
criteres d'inclusion; les sujets sélectionnés étaient exa-
minés avant toute prescription diététique.

Meéthodes

Pour chaque personne incluse dans l'enquéte, un
certain nombre de données socioprofessionnelles, phy-
siques, diététiques et biologiques ont éié recueillies.

Questionnaire général

1l comprend les renseignements suivanis: age. sexe,
catrégories socioprofessionnelies, codifiées selon 'Insti- .
tut National de la Statistique et des Etudes Economi-
ques (INSEE; 18, Boulevard A.-Pinard, F=75675 Paris
Cédex 14, France), activité physique pendant le travail
et les loisirs (codifiée selon quatre classes d’intensité
croissante & laide d'exemples d’activité type: activité

faible, modérée, moyenne ou forie), consommation de

tabac et ensoleillement moven hebdomadaire (moins
de 3 h, 3-10 h, plus de 10 h respectivement a la ville, a
la campagne, a la montagne).

Examen meédical

1l a é1é pratiqué par un médecin. Il consistait en la
mesure de la taille, du poids, du pouls et des tensions
arterielles diastolique et sysiolique. Les tensions arté-
rielles ont é1é mesurées aprés un repos de 15 min en
position allongée. L'indice pondéral (IP) a été calculé a
partir du poids et de la taille, déterminant le poids idéal
(PI) selon Lorentz:

P = poids (kg)
Pl (kg
taille (cm) — 150
e
C =4 pour les hommes; C = 2 pour les feimmes.

PI = 1aille (cm) - 100 -

Enquéte diététique

11 s’agit d’une enquéte prospective sur 7 jours. Apres
sélection, le sujet recevait un «cahier-journaly dans
lequel il indiquait au jour le jour en unités ménagéres
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One. or two dieticians worked in each center, and
met several times to standardize their methods, equip-
ment and questions.

From this 7-day collection of information we cal-
culated the mean daily supply of vitamin B, B..
folates, C, E (expressed in d-a-tocopherol), D and A
fexpressed in retinol equivalent (RE): RE = retinol
(ug) + &rgf—'ﬁ (ug)], retinol, B-carotene, iron protein,
carbohydrates, total, saturated, monounsaturated and
polyunsaturated lipids, fiber and alcohol, using a com-
puterized food consumption table (Service Informati-
que des Hospices Civils de Lyon, 61, boulevard Pinel,
F-69003 Lyons, France). This table contains 585 food
items and was compiled from six food composition
tables [3, 4, 122, 124, 136, 139).

The dietary information collected for each person
was compared to interpretative limits calculated from
the recommended dietary allowances (RDA) for the
French population [52]. Two limits, 50% and 80% of
the RDA, arbitrarily defined three groups: low intake
(<<50% of RDA), borderline intake (between 50 and
80% of RDA) and normal intake (> 80% of RDA).

We also calculated the nutritional density of each
micronutrient, i.e. vitamin intake per 1,000 kcal [69]
(table II).

Blood Parameters

Venous blood was drawn from the fasting subjects
between 8 and 10 a.m. The criteria and assay methods
used are listed in table I11.

The biochemical status of vitamin B, was deter-
mined by the erythrocyte transketolase test [48]. This
test gives two different parameters for the assessment
of the vitamin B, status: the red blood cell transketo-
lase activity and the activation of this enzyme by
diphosphoryl thiamine (TPP effect). i

Vitamin B, was assessed using erythrocyte gluta-
thione reductase activation by flavine adenine dinu-
cleotide [64]. Plasma retinol and B-carotene [29], and
vitamin E (total tocopherols) [70] were determined
chromatographically and 25-hydroxy-vitamin D by
radioimmunoassay using specific binding protein
from vitamin-D-deficient rat kidney [135]. Plasma
and total folic acid were measured by a microbiologi-
cal method [74b} using an acidimetric final reading
[187]. Plasma iron [35], urea [112], and hemoglobin

sa consommation alimentaire quotidienne selon les
explications fournies par la diététicienne ou le médecin.
La qualité, la provenance, le mode de cuisson ou de
préparation de l'aliment étaient en principe précises. Le
cahier était rempli pendant 7 jours consécutifs. Le
matin du 8¢ jour en méme temps que le prélevement
sanguin, la diététicienne revoyait le sujet, lui faisait
préciser certains poinis, assaisonnement, boissons,
cuisson, produit frais ou en conserve... transcrivait les
données en quantités d'aliment par jour.

Une a deux diététiciennes ont participé au travail
dans chaque centre. Elles se sont réunies a plusieurs
reprises pour harmoniser leurs méthodes. Elles ont
employé le méme canevas d'interrogatoire et les mémes
supports pour le recueil des informations.

A partir de ces données sur 7 jours ont été calculés
les apports journaliers nioyens en vitamines B, B:,
Jolates, C, E (exprimeée en d-a-tocophéroli, D, 4 [expri-
mee en équivalent rétinol (ER): ER = rétinol (ug) +
Frearoitne (ugl], rétinol, B-caroténe, fer, protéines, gluci-
des, lipides totaux, lipides saturés, monoinsaturés et
polyinsaturés, fibres et alcool a l'aide d'une table de
composition des aliments informatisée (Service Infor-
matique des Hospices Civils de Lyon, 61, boulevard
Pinel, F-69003, Lyon, France). Cette table est une
compilation de six tables alimentaires (585 aliments)
[3.4, 122, 124, 136, 139).

Les informations diététiques recueillies pour chaque
personne ont é1é compareées a des limites interprétatives
calculées a partir des « Apports nutritionnels conseillés
pour la population frangaise» [52]. Deux limites, 50 et
80Y% des apports conseillés (AC) définissent arbitraire-
ment trois classes: apporis bas (< 50% des AC). apports
marginaux (entre 50 et 80% des AC) et apports nor-
maux (> 80% des AC).

Nous avons également calculé les densités nutri-
tionnelles en chacun des micronutriments, c¢'est-a-dire
les apports en vitamines pour 1000 keal [69] (1ab. 11).

Examens biologiques sanguins

Les prélévements veineux ont ¢été effectués au pli du
coude, le matin a jeun entre 8 et 10 h. Les parameétres
pris en compte, les méthodes de dosages employées et
les laboratoires qui ont réalisé les dosages sont réperto-
riés (tab. 111).

Pour la vitamine B, le statut biochimique a été
déterminé par [*étude de la transcétolase [48]. Ce iest
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were evaluated using standard methods, the other
blood parameters were measured via an electronic
counter (table I1I).

Vitamins A, E and D, B-carotene, iron, urea and
glucose, and GPT and GGT activity were measured in
heparinized plasma, folates in blood plus EDTA, and
vitamins B, and B, (enzyme activation) on heparin-
ized red cell pellets. The deep-frozen samples were
placed on dry ice and mailed in special containers.

Table II. The RDAS3 and interpretative guidelines

permet d’'obtenir deux parameétres concernant le statut
By lactivité de la transcétolase érythrocytaire et 'acti-
vation de cette enzyme par le diphosphoryl thiamine
(effer DPT).

La B; a é1é évaluée en utilisant lactivation de la
glutathion-réductase érythrocytaire par la flavine-adé-
nine dinucléotide [64]. Le rétinol plasmatique et le B-
caroténe [29], la vitamine E (tocophérols totaux) ont été
dosés par chromatographie [70]. La 25-hydroxy-vita-

Low supply Borderline supply  Normal supply RDA/1,000 kcal
(< 50% RDA) (between 50 and (>80% RDA)
- 80% RDA)
Energy, kcal M 2,700
w 2,000
Vitamins
B, mg M 0.75 1.2 1.5 0.55
W 0.65 1.05 1.3 0.65
B., mg M 0.9 1.4 1.8 0.67
w 0.75 1.2 1.5 0.75
Folic acid, ug M 200 320 400 150
w 200 320 400 200
C, mg M 40 60 80 30
w 40 60 80 40
Ab ng RE M 500 800 1,000 370
W 400 640 800 400
Ec, mg d-0-T M 5 8 10 3.7
w 5 8 10 5
D, ug M 5 8 10 3.7
w 5 8 10 S5
Iron, mg M 5 8 10 3.7
w 9 14.5 18 9
Protein, g M 40 65 80 30
w 30 50 60 30

M = Men; W = women.

a2 RDA for the French population [52].
-carotene (ug)
—
¢ mg d-a-T = d-a-tocopherol (mg).

b g RE = retinol (ug) +
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Quality control samples for vitamin B, were
mailed in the form of deep-frozen red cell pellets. The
results of this control were satisfactory. For glucose,
urea, GPT and GGT, each laboratory received a series
of 26 commercial (lyophilized or liquid) control sera
with a wide range of concentrations. The coefficients
of the regression lines of each laboratory versus a
sham laboratory were used as a correction (coefficient
for the four participating laboratories.

mine D (25-OH-D} a été évaluée par méthode radioim-
munologique en utilisant la protéine de liaison du rein
de rat déficient en vitamine D [135]. Les folates plas-
matiques et totaux ont é1é mesurés par méthode micro-
biologique {74b] utilisant une lecture finale acidimétri-
que [187]. Le fer plasmatique [35], l'urée (112] et I'hé-
moglobine ont é1é dosés par des méthodes standard.
Les autres paramaétres sanguins, par compteur électro-
nique (tab. 111).

Tableau I1. Apports nutritionnels conseillés ACH et limites interprétatives

Apports bas
(< 350% des AC)

Apports normaux  AC/1000 kcal

(> 80% des AC)

Apports marginaux
(entre 50 et
80% des AC)

Energie, kcal H 2700
F 2000
Vitamines
B;, mg H 0,75 1,2 15 0.55
F 0,65 1,05 1.3 0,65
By mg H 0.9 1.4 1.8 0,67
F 0,75 1,2 15 0,75
Acide folique, ug H 200 320 400 150
F 200 320 400 200
C, mg H 40 60 80 30
F 40 60 80 40
Al ug ER H 500 800 1000 370
F 400 640 800 400
E¢ mgd-a-T H 5 8 10 3.7
F 5 8 10 S
D, ug H 5 8 10 3.7
F S 8 10 5
Fer, ng H 5 8 10 3.7
F 9 14,5 18 Y
Protéines, g H 40 65 80 30
F 30 50 60 30

H = Hommes; F = femmes.

a  AC pour la population francaise [52).
B-caroténe (ug)
—
¢ mgd-a-T = d-a-tocophérol (mg).

b ug ER = rétinol (ug) +
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Table I11. Biochemical parameters and methods of analysis

Parameters Laboratories Methods References
Vitamin B, A L N activation of erythrocyte transketolase in the 48
presence of TPP (TPP effect); activity of
erythrocyte transketolase at 37 °C
Vitamin B, B activation of erythrocyte glutathion reductase 64
in the presence of flavin adenine dinucleotide
(0-EGR)
Plasma and total folates C microbiological method 187
Retinol B extraction with n-hexane, chromatography, 29
fluorimetric determination
p-Carotene B extraction with n-hexane, chromatography, 29
spectro-photometry at 450 nm
Vitamin E (total tocopherol) B chromatography, photometric determination 70
with iron bathophenanthroline
Vitamin D (25-OH-D) Q radiocompetition using 25-OH-D binding 135
protein of the rat kidney
Iron \% ferrozine, teepol, ascorbic acid 35
Erythrocytes AL NYVY Coulter counter
Hemoglobin
MCV
Leukocytes
Platelets
Urea P LNV Diacetylmonoxime thiosemicarbazide 112
(continuous flux)
Glucose P glucose dehydrogenase 13
L Vv glucose oxidase (continuous flow) 166
N Neocuproine (continuous flow)
GPT P LV SFBC, 30°C 113
N DGKC, 25°C 17
GGT N DGKC, 25°C 160
L P DGKC, 30°C
v DGKC, 37°C

A = Laboratoire Central de Biochimie, Hépilal Beaujon, 100, bou-
levard du Général-Leclerc, F-92110 Clichy (France);

B = F. Hoffmann-La Roche et Cie, Division Vitamines et Chimie
Fine, Dept. V.F., 124, Grenzacherstrasse, CH-4002 Basel

{Switzerland),

C = Centre de Recherches sur la Nutrition du CNRS, 9, rue Jules-

Hetzel, F-92190 Meudon-Bellevue (France);

N = Laboratoire de Biochimie, Centre Hospitalier de Nevers,

Service de Diabétologie et des Maladies de la Nutrition,

F-58320 Pougues-les-Eaux (France);

P = Laboratoire de Biochimie, Hépital Lariboisiére, 2, rue Am-
broise-Paré, F-75475 Paris Cedex 10 (France);
Q = INSERM U-18, 6, rue Guy-Patin, F-75010 Paris (France),

V = Laboratoire du Centre de Médecine Préventive, 2, avenue du

L = Laboratoire de Vitaminologie, Institut Pasteur, 77, rue Pasteur,
F-69365 Lyon Cedex 2 (France),

Doyen-J.-Parisot, F-54500 Vandceuvre-lés-Nancy (France);
SFBC = Société Frangaise de Biologie Clinique;
DGKC = Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie.
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Tableau 111, Parametres sanguins et méthodes de dosage

Paramétres Laboratoires  Méthodes Références
Vitamine B, A L N activation de la transcétolase érythrocytaire en 48
présence de diphosphoryl thiamine (effet DPT);
activité de la transcétolase érythrocytaire a 37°C
Vitamine B, B activation de la glutathion-réductase 64
érythrocytaire en présence de la flavine-
adénine dinucléotide (a-EGR)
Folates plasmatiques et totaux C méthode microbiologique 187
Rétinol B fuorométrie aprés chromatographie d'un 29
extrait n hexane
pB-Carotene B photométrie a 450 nm aprés chromatographie 29
d’un extrait n hexane
Vitamine E B bathophénantroline ferrique apres 70
(tocophérols totaux) chromatographie
Vitamine D (25-OH-D) Q radiocompétition, protéine porieuse rénale 135
de rat
Fer v ferrozine, teepol, acide ascorbique 35
Erythrocytes A L N V  compteurs électroniques
Hémoglobine
Volume globulaire moyen
Leucocytes
Plaquettes
Urée P L N V  diacétylmonoxime thiosemi-carbazide 112
(flux continu)
Glucose P glucose déshydrogénase 13
LV glucose oxydase (flux continu) 166
N néocuproine (flux continu)
GPT P LV SFBC, 30°C 113
N DGKC, 25°C 17
GGT N DGKC, 25°C 160
L r DGKC, 30°C
14 DGKC, 37°C

A = Laboratoire Central de Biochimie, Hopital Beaujon, 100, boule- N = Laboratoire de Biochimie, Centre Hospitalier de Nevers,
vard du Général-Leclerc, F~92110 Clichy (France);

Service de Diabétologie et des Maladies de la Nutrition,

B = F. Hoffimann-La Roche et Cie, Division Vitamines et Chimie F-58320 Pougues-les-Eaux (France);

Fine, Dept. V.F., 124, Grenzacherstrasse. CH—4002 Bale (Suisse); P = Laboratoire de Biochimie, Hépital Lariboisiére, 2, rue 4Am-
C = Centre de Recherches sur la Nutrition du CNRS, . rue Jules- broise-Paré, F-75475 Paris Cedex 10 (France);

Hetzel, F~92190 Meudon-Bellevue (France); Q= INSERM U-18. 6, rue Guy-Patin, F-75010 Paris (France):

L = Laboratoire de Vitaminologie, Institut Pasteur, 77. rue Pasteur, V'= Laboratoire du Centre de Médecine Préventive, 2, avenue du

F-69365 Lyon Cedex 2 (France):

Doyen-J.-Parisot, F~-54500 Vandxuvre-lés-Nancy (France);
SFBC = Société Frangaise de Biologie Clinique;
DGKC = Deutsche Gesellschaft fiir klinische Chemie.
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The results obtained in each subject were com-
pared to the interpretative limits reported in the liter-
ature for the assays used. These values served as a
basis to classify the subjects into groups according to
their risks of developing a vitamin deficiency (ia-

ble IV).

Les vitamines A, E, D, le B-caroténe. le fer, l'urée, (e
glucose et lactivité de la GPT et de la GGT ont é1é
mesurés sur plasma hépariné, les folates sur sang
recuetlli sur EDTA et les vitamines By et B; (activaiion
enzymatique} sur culot érvthrocytaire hépariné. Les
échantillons congelés (glace carbonique) ont vovage par
la poste en emballages spécialement étudiés.

Table IV. Interpretative guidelines for biochemical vitamin status

References Status

deficient borderline normal

Vitamin B,

Transketolase, U/l 48 < 110 110-130 > 130

TPP effect, % 47 > 30 30-20 <20
Vitamin B>

activation of glutathion reductase (a-EGR) 64 > 1.30 1.30-1.20 <1.20
Folates

Plasma, pg/l 134 <2.5 2.5-5 > 5

Erythrocyte, ug/l 134 < 100 100-200 > 200

Total, pg/l 134 <50 50-100 > 100
Vitamin A

Retinol, pg/l 30 < 100 100400 >400

f3-Carotene?, ug/l 30 <400 > 400
Vitamin E

Total tocopherol, mg/l 70 <4 4-6 >6
Vitamin D

25-OH-D, pg/l 115 <5 5-10 > 10

a

Values apply if preformed retinol supply is low.
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Pour les dosages biochimiques qui ont é1é effectués
par plusieurs laboratoires — vitamine B, glucose, urée,
GPT, GGT - a é1é mis en place un contréle de qualité
inter-laboratoire. Pour la vitamine B, il a consisté en
lenvoi pendant la durée de I'étude de culots de globules
rouges congelés. Les résultats de ce contréle se sont avé-
rés satisfaisants. Pour les quatre autres parametres,
chaque laboraioire a regu une série de 26 sérums de
controle du commerce [yophilisés ou liquides dans une
gamme de concentration étendue. Pour chaque para-
méire les coefficients des droites de régression de cha-
que laboratoire par rapport & un laboratoire fictif ont
été utilisés comme facteur de correction entre les quatre
laboratoires concernés.

Pour chaque personne, les résultats des examens
ont été comparés aux limites interprétatives de la litté-
rature pour les méthodes de dosage employées (tab. 1V).
Ces valeurs ont é1é utilisées pour classer les sujets éru-
diés en groupes correspondant a un risque plus ou
moins grand de déficience vitaminique.

Tableau 1V. Limites interprétatives du statut vitaminique biochimique

Références Statut

déficient marginal normal

Vitamine B,

Transcétolase, U/l 48 < 110 110 a 130 > /30

Effet DPT, % 47 > 30 304 20 <20
Vitamine B,

Activation de la glutathion-réductase (a-EGR) 64 > 1,30 1,30 a 1,20 <120
Folates

Plasmatiques, pg/l 134 <25 25as >3

Erythrocytaires, ug/l 134 < 100 100 a 200 > 200

Totaux, ug/l 134 <50 50 a 100 > 100
Vitamine A

Rétinol, ug/l 30 < 100 100 a 400 > 400

B-Carotenes, ug/l 30 < 400 > 400
Vitamine E

Tocophérols totaux, mg/! 70 <4 4a6 >6
Vitamine D

25-OH-D, ug/l 115 <5 5al0 > 10

@ Valeurs limites si les apports en rétinol préformé sont faibles.




Results - Discussion

Socioprofessional Classes and Physical
Activity

Socioprofessional Classes

Although they are not representative of
the general population, the two control
groups ~ CM and CF - included all the pro-
fessions. Manual workers predominated in
the CM group and employees in the CF group
(fig. 1). The activity rate of our sample is
identical to that of the male and female pop-
ulations in France between 20 and 45 years of
age in 1981 [5]. Compared to the distribution
of professions in France, manual workers and
farmers are underrepresented, whereas em-
ployees and middle-management personnel
are overrepresented in the control groups.

Among men, the professional range of
obese groups (OM | and OM,) is similar to that
of the corresponding controls but in both sam-
ples of alcohol drinkers, there was a higher
proportion of manual workers (about 50%)
and a lower proportion of liberal professions
(3%)and middle-management personnel (11%).

In the female obese groups, the proportion
of manual workers (17% of OF,) and of non-
working subjects (46% of OF,) was higher,
that of employees (21 %) and that of middle-
management personnel (6 %) was lower than
in the control group (CF). In the AF, group
there were many waitresses and subjects with
similar jobs (37 %). All the differences noted
are significant (x* test; p << 0.05).

Résultats — Discussion

Catégories socioprofessionnelles et
activité physique

Catégories socioprofessionnelles

Bien qu’ils ne soient pas représentatifs de
la population générale, les deux échantillons
témoins — CM et CF - couvrent la toralité de
['éventail des professions. Les ouvriers domi-
nent dans le groupe CM, les employés dans le
groupe CF (fig. 1). Le taux d'activité de notre
échantillon est identique a celui de la popula-
tion francaise masculine et féminine, dgée de
20 a 45 ans en 1981 [5]. Par rapport a la
répartition des professions en France, les ou-
vriers et les agriculteurs sont sous-représentés
et les employés et les cadres moyens sont sur-
représentés chez les témoins.

L’éventail professionnel des groupes OM,
et OM, est comparable a celui des témoins
correspondants, mais dans les deux échantil-
lons de buveurs d’alcool, on note une plus forte
proportion douvriers (50% environ) et une
proportion plus faible de professions libérales
(3%) et de cadres moyens (11%).

Chez les femmes, la proportion d’ouvrieres
(17% pour OF,) et de personnes non actives
(46% pour OF)) est plus grande; celle des
employées (21%) et des cadres moyens (6%)
plus petite dans les groupes d’obeses que dans
le groupe témoin (CF). Dans le groupe AF],
les personnels de service sont nombreux
(37%). Toutes les différences notées sont si-
gnificatives (test de 3y p <0,03).
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Males - Hornmes {CM} . Femalas - Fernmes (CF}

40 30 20

10 ) 10 20 30
Frequency - Fréquence, % ' ‘

40

Frequency - Fréquence, %

204

Fig. 1. Professional structure of the control sam-
ples. 1 = Non-working subjects; 2 = other categories;
3 = waiters and similar jobs; 4 = manual workers; 5 =
employees; 6 = middle management; 7 = liberal pro-
fessions, top management; 8 = farmers.

Fig. 2. Physical activity during working times (A)
and during leisure time (B). [ ] = Little activity;
moderate activity; = fair or high activity. %2 test;
*p << 0.05, **p < 0.01 (difference vs. CM or CF dur-
ing working time); °>°p < 0.001 (difference vs. CM or
CF during leisure time).

As in many other investigations, the two
risk factors, alcohol and obesity, were linked
to the socioprofessional class; the lower the
professional status the higher the frequency
of these factors [39, 44].

Fig. 1. Structure professionnelle des échantillons 16-
moins. 1 = Personnes non actives; 2 = autres calégories:
3 =personnels de service; 4 = ouvriers; 5 = employés; 6 =
cadres moyens; 7 = professions libérales, cadres supé-
rieurs; 8 = agriculteurs.

Fig. 2. Activité phvsique pendant le travail (4) et
pendant les loisirs (B). [} = Activité faibie, activité
modérée; = activité moyenne ou jorte. Test de 1%
*p < 0,05, **p < 0,01 (différences avec CM ou CF
pendant le travail); °°°p < 0,001 (différences avec CM
ou CF pendant les loisirs).

Comme dans bien d’autres enquétes, les
deux facteurs de risque alcool et obésité sont
liés a la catégorie socioprofessionnelle; plus on
descend dans 'échelle des professions. plus la

Jréquence de ces facteurs est élevée [39, 44].



ESVITAF

Physical Activity

Physical activity at work or during leisure
time was evaluated via a questionnaire
(fig. 2). Among men, working time was con-
sidered more active by groups AM, and AM,
than by group CM, whereas leisure time was
considered more active by group CM than by
groups OM», AM, and AM>. Among wom-
en, only groups OF,; and OF, considered
working time to be more active than did
group CF.

The disparity in the professional structure
of the groups may account for the different
pattern of these responses. So, compared to
the control groups, there is a higher propor-
tion of manual workers in groups AM |, AM>,
OF, and OF; and inversely a lower propor-
tion of employees and middle-management
personnel who are less physically active dur-
ing their working time.

- Activité physique

Lactivité physique pendant le travail ou les
loisirs a été appréciée a l'aide d’un question-
naire (fig. 2). Chez les hommes, le travail est
considéré comme plus actif par les groupes
AM; et AM; que par le groupe témoin, tandis
que les loisirs sont considérés comme plus
actifs par le groupe témoin que par OM;, AM,
et AM ;. Chez les femmes, seule l'activité au
travail est plus importante pour le groupe OF »
que pour le groupe témoin CF.

Ces constatations sont en accord avec les
différences de structure professionnelle qui
existent entre les groupes. Par exemple, dans
les groupes AM;, AM>, OF et OF», la propor-
tion d’ouvriers est plus importante que dans
les groupes témoins tandis que la proportion
d’employés et de cadres moyens y est plus fai-
ble. Comme lactivité du travail est souvent
plus faible chez les employés et les cadres
moyens, les différences signalées peuven: étre
expliquées en partie (fig. 2).

Table V. Height, weight, weight index (W1) of men and women in the different samples (mean + SD)

Control Obese | QObese 2 Drinkers 1 Drinkers 2
Men
Height, cm 174.8+5.9 173.5+7.1 172.8+5.1 175.0x£8.0 171.0£6.0%**
Weight, kg 69.3+6.2 87.0+ 8. 5%** 115.2 4 17.8%** 76.9 + 1 1. 7%F** 78.5+ 17.9%**
Wia 1.01+0.08 1.28 £ 0.08*** 1.71+0.85%** 11240, [4%F* 1.1920.26%**
Women
Height, cm 161.3+6.7 158.5+5.3** 160.5+6.4 165.0+6.0 162.0+5.0
Weight, kg 54,6 +4.9 69.6 1 5. 7% 95.4 £ 12 S*** 56.7+4.6 64.1 £ 11.2%**
Wi]a 0.97+0.07 1.28 £0.07*** 1.70 £ 0.2%%* 0.99+0.07 1.14£0.21%*

*p < 0.05 % p < 0.01; **p < 0.001 (differences versus corresponding controis; t test).

a  See page 20.
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Age, Height, Weight, Weight Index and Age, taille, poids, indice pondéral,
Cardiac Parameters parameétres cardiaques

Age (table I) Age (tab. I)

There was no significant age difference Il n’y a pas de différence significative d’dge

between the obese subjects of all groups and  entre les obeses des deux groupes et les té-
the corresponding controls. The drinkers of  moins correspondants. Bien que sélectionnés
all groups were significantly older than the selon les mémes critéres d’dge, les buveurs des
corresponding controls, although they were deux groupes sont significativement plus dgés

selected according the same age criteria. que les témoins correspondants.

Height, Weight and Weight Index Taille, poids, indice pondéral

(tables 1, V) (tab. I, V)

The observed differences in weight and Les différences observées au niveau du
weight index resulted from the selection cri-  poids et de l'indice pondéral découlent des cri-
teria of the obese groups. téres de sélection pour les groupes d’obeses.

Tableau V. Taille, poids, indice pondéral (IP) chez les hommes et les femmes des échantillons (imoyenne +
écart-type)

Témoin Obése | Obése 2 Buveurs 1 Buveurs 2
Hommes
Taille, em 1748+ 5,9 173,5+7,1 1728 +5,1 175,0+8.0 171,0 £ 6,0%%*
Poids, kg 69,3+6,2 87,08 5%** 1152+ 17,8%** 76,94 11, 7%%* 78,5+ 17,9%**
Ipa 1,01 £0,08 1,28 +0,08*** 171 +0,85%% 1,12x0,14%%* 1,19+ 0,26%*%
Femmes
Taille, cm 161,3+6,7 158,5+5,3%* 160,5+ 6,4 165,0+6,0 162,0% 5,0
Poids, kg 54,649 69,65, 7*%* 95,41 ]2, 3%** 36,7+ 4,6 64,1 £ 11,2%**
1p4 0,97+£0.07 1,28+ 0,07%** 1,70 + 0,2%** 0,99+0,07 1,14 40,21%%*

Fp < 0,05 **p < 0,01, ***p < 0,001 (différences avec témoins correspondants: test t).
2 Voir page 20.
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‘-5 SBP

TAS

3

SBP~DBP - TAS-TAD.cm Hg

«

Fig. 3. Cardiac parameters: systolic blood pressure

(SBP), diastolic blood pressure (DBP) and pulse. Mean )

+ SD. Test: **p < 0.01, ¥**p < 0.001 (difference
vs. CM); ®°p < 0.01, °°p < 0.001 (difference vs.
CF).

Cardiac Parameters

The means and standard deviations of
systolic and diastolic blood pressure and car-
diac frequency are shown for the various
samples (fig. 3). In the obese and drinker
groups, both pressures, in both men and
women, were significantly higher compared
to the controls, with the exception of group
AF, which was probably not large enough.
Also, cardiac rhythm at rest was higher in
these groups, except for AF, and AF,.

These results agree closely with data in the
literature concerning positive correlations
between blood pressure values and weight of
the subjects and between the prevalence of
high blood pressure and overweight {33, 40,
140, 155, 165]. The same types of relations
were noted between alcohol intake and blood
pressure [43, 73].

P8P
TAD

Puise
Pouls

Pulse - Pouls

3

OF,

AFy

Fig. 3. Parametres cardiaques: tensions artérielles
systolique (TAS), diastolique (TAD) et pouls. Moyennes
+ ccarts-types. Test de 1, **p < 0,01, ***p < 0,001
(diffsrences avec CM); ®°p < 0,01, °°°p < 0,001 (diffé-
rences avec CFJ.

Paramétres cardiaques

Les moyennes et écarts-types des tensions
artérielles systolique et diastolique et de la fré-
quence cardiaque sont représentés pour les
différents échantillons (fig. 3). Dans les grou-
pes d’obéses et de buveurs, on note une aug-
mentation significative des deux tensions ar-
térielles par rapport aux groupes [6moins,
chez les hommes comme chez les femmes,
sauf pour les groupes AF,; dont leffectif est
insuffisant. De méme, le rythme cardiaque de
repos est plus élevé dans ces mémes groupes
excepté pour AF; et AF.

Les résultats enregistrés sont en bon accord
avec les données de la littérature en ce qui
concerne les relations positives notées entre les
chiffres de tensions artérielles et le poids des
sujets et entre la prévalence de 'hypertension
artérielle et du surpoids [33, 40, 140, 155, 165].
Les mémes types de liaisons ont été notés
entre la consommation d'alcool et les tensions
artérielles [43, 73].
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Diet
Energy and Macronutrient Intake

Controls (1ables VI, VII; curves 1-8)

Daily alcohol intake in the controls was
limited to 43 g for men and 21 g for women.
The subjects of this sample had a rather high
calorie intake: only 24% men and 20%
women had a lower intake than that recom-
mended for the French population [52], i.e.
2,700 and 2000 kcal, respectively. Also our
results are higher than those published in
French or foreign investigations for samples
of similar age [6, 8, 123, 169]. These differ-
ences may reach 400-600 kcal and are unre-
lated to the limits of alcohol intake set in this
study.

The mean food consumption of men was
700 kcal higher than that of women; an iden-
tical intersex difference was noted in the Hei-
delberg study [6] and in French recommen-
dations [52].

Macronutrient distribution without alco-
hol, which differed little according to sex, is
comparable to that usually found in France
[126~128], and in the FRG [6]. However, our
sample ingested relatively more lipids and
fewer carbohydrates than did young adults in
Ede, The Netherlands [8] (table VIII).

The differences between our results and
those of other dietary studies [117, 168, 169,
179, 180} are difficult to interpret. Food
composition tables, methods of dietary ques-
tioning and duration of the investigation of-
ten differ from one study to another. Each
study design has technical advantages and
disadvantages, and the significance and val-
idity of the results differ [45]. Some authors
{118, 159] find the results of various designs
comparable. For teams who have tested sev-
eral methods of investigating the same popu-

Alimentation
Apports énergétiques et macronutriments

Teémoins (tab. VI, VII; courbes 1-8)

Par définition, la consommation journa-
liere d’alcool chez les témoins a été limitée a
43 g pour les hommes et a 21 g pour les fem-
mes. Les sujets de cet échantillon absorbent en
moyenne des rations caloriques relativement
importantes.: seulement 24% des hommes et
20% des femmes ont des apports inférieurs a
ceux recommandés pour la population fran-
caise [52] c’est-a-dire respectivernent 2700 et
2000 kcal. De méme, nos résultats sont supé-
rieurs a ceux publiés lors d'enquéies frangai-
ses ou étrangéres portant sur des échantillons
d’age comparable [6, 8, 123, 169]. Ces diffé-
rences, qui peuvent atteindre 400-600 kcal
dans certains cas, ne s'expliquent pas par le
biais des apports alcooliques qui sont ici limi-
tés par définition.

Les hommes absorbent en moyenne
700 kcal de plus que les femmes, une diffe-
rence inter-sexe identique est notée dans l'en-
quéte de Heidelberg [6] et dans les recomman-
dations francaises [52].

La répartition des macronutriments dans
lapport énergétique sans alcool, peu différente
selon le sexe, est comparable a celle que l'on
observe habituellement en France [126-128]
et en RFA [6]. Par contre, notre échantillon
consomme relativement plus de lipides et
moins de glucides que les jeunes adultes de
Ede aux Pays-Bas [8] (tab. VIII).

Les différences notées entre nos résultats et
ceux dautres enquéles diététiques [117, 168,
169, 179, 180] sont d’interprétation difficile.
Les tables de composition des aliments, les pro-
tocoles d’interrogatoire diététique, la durée de
lenquéte sont souvent différents d'une érude a
lautre. A chaque type de protocole correspon-
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Table V1. Daily energy and macronutrient supply in men (mean + SD})

M OM, OM,

AM,

AM"

Total energy supply, kcal 3,112+£598°°° 3,151 £869 3,527+474*

3,587 +£638** 3,954 £969***

Energy supply without

alcohol, kcal 2,991 :+£594°°>° 3010853 3,462+459* 3,118+639 3,070 749
Protein, g 103+ 19°°° 111+30 124 + | 2%%* 112£23* 11+£28*
Protein, %? 13.8+1.9 14.7£2.2% 143+ 1.8 144+2.1* 14.5+2.0%*
Carbohydrates, g 305+£79°°° 311 +135 344 + 85 300+83 306 + 105
Carbohydrates, %? 40.8+5.1 41.4+8.7 39.9+7.3 38.5+5.9%* 39.8+7.3
Lipids, g 151 +£33°°° 147 %37 176 +34* 163 +38* 156 +42
Total, %? 454+47 439+7.5 45.8+6.6 47.1+5.7% 45.7+7.0
Saturated, %? 19.4 19.4 19.0 20.1 19.0
Monounsaturated, %? 17.9 17.1 19.5 19.2 18.3
Polyunsaturated, %? 8.1 7.4 7.1 7.8 8.4
Alcohol, g 17.3+14.0°° 20.2%17.6 9.4%12.4 67.1£12.7*%* 126.2 4 62.8***
Fiber, g 5.6%x23° 6.5+4.2 7.1+2.4% 5.6%£2.3 6.2%2.7

*p < 0.05; **p < 0.01; ¥**p < 0.001 (differences versus CM; t test).

°p < 0.05;°°p < 0.01; °*°p < 0.001 (differences between CM and CF; t test; CF values, see table VII).

2 As a function of energy supply without alcohol.

Table VII. Daily energy and macronutrient supply in women (means + SD)

CF OF, OF;

AF,

AF,

Total energy supply, kcal 2,418 +£484°°° 2382+899

2,325+758 2,650=%194

3,220+ 1,165%**

Energy supply without

alcohol, kcal 2,369 +478°°° 2,340+ 898 2,288 +739 2,465+199 2,595+910
Protein, g 84+ 18°°° 8925 88 +24 8617 95+32
Protein, %2 14.2+2.2 15.243.1%* 154+2.8% [40+25 14.7+£2.3
Carbohydrates, g 236 £63°° 232+127 215+95 248 £33 242+ 104
Carbohydrates, %2 39.8+5.5 39.7+7.5 37.7x6.7% 40.3+5.8 37.4+8.2
Lipids, g 121 x26°% 117+39 119+38 125+ 21 13851
Total, %? 46.0+5.0 45.1 6.5 46.9+6.1 45.7+5.2 47.9+7.9
Saturated, %? 20.1 19.5 20.4 20.9 21.0
Monounsaturated, %2 17.8 17.3 19.0 16.3 20.0
Polyunsaturated, %2 8.1 8.2 7.5 8.5 6.9
Alcohol, g 6.9:+7.6° 5.9+10.3 5.4+7.7 26.5%4,2%F% 89 3+ 52 2%+
Fiber, g 4.8+2.6° 5.3+£2.9 4.8+2.9 6.0+2.4 43+2.9

*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001 (differences vs. CF; t test).

°p < 0.05;°°p < 0.01; °>°p < 0.001 (differences between CF and CM; t test; CM values, see table VI).

2 As a function of energy supply without alcohol.
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Tableau VI. Apports journaliers en énergie et macronutriments chez les hommes (moyenne + écart-type)

CM OM, OM; AM,; AM >
Apports énergétiques totaux, kcal 3112+598°°° 31514869 3527 +474% 3587 £ 638%** 3954+ 969%**
Apports énergétiques sans
alcool, kcal 2991 £594°°° 3010+853 3462+ 459*% 3118+639 3070+ 749
Protéines, g 103+ 19°°° 111430 124+ ]2%*%%  []2+ 23%* 111+28*
Protéines, %“ 13,819 147+22% 14,3+ 18 14,4+2,1% 14,5+ 2,0%*
Glucides, g 305 +79°°° 311+135 34485 300+ 83 306+ 105
Glucides, % 408+ 5,1 41,4+87 39,9473 38,54 5,9%* 398+73
Lipides, g 151£33°°° 147+ 37 176+ 34% 163+ 38% 156+42
Totaux, % 45,.4+4,7 43,9+75 45,8+6,6 47,1+ 57% 45,7+ 7,0
Saturés, % 19,4 194 19,0 20,1 19,0
Monoinsaturés, % 17,9 17,1 19,5 19,2 18,3
Polyinsaturés, % 8] 7.4 7.1 7.8 8,4
Alcool, g 17,3+ 14,0°°° 202+17,6 94+12,4 67,1+ 12,7%%% [26,2+62,8%%*
Fibres, g 5,6+x2,3° 6,5+4,2 7,1+£24% 56+2,3 6,227

*p < 0,05, **p < 0,01, ¥**p < 0,001 (différences avec CM; test t).
°p < 0,05 °°p < 0,01 °°°p < 0,001 (différences entre CM et CF; test {; CF voir tab. VII).
a  FEn fonction des apports énergétiques sans alcool.

Tableau VII. Apports journaliers en énergie et macronutriments chez les femmes (moyenne + écart-type)

CF OF, OF, AF, AF,
Apports énergétiques totaux, kcal — 2418 +484°°° 2382 +899 2325+ 758 2650% 194 3220+ 1165%%*
Apports énergétiques sans
alcool, kcal 2369+ 478°°° 2340+ 898 2288+739 2465+ 199 2595+ 910
Protéines, g 84+ 18°°° 89+25 88 +24 8617 95+ 32
Protéines, %* 14,222 152£3,1%  154+£2,8% [4.0+25 14,7+23
Glucides, g 236 +63°°° 2324127 21595 248+ 33 242+ 104
Glucides, %¢ 398+55 397+75 37,7x6,7% 40,3+58 37,4+8,2
Lipides, g 121 £26°% 117+39 119+ 38 125+ 21 138+ 51
Totaux, % 46,0+ 5,0 45,1+6,5 46,9+6,1 45752 47,9479
Saturés, % 20,1 19,5 20,4 20,9 210
Monoinsaturés, % 17,8 17,3 19,0 16,3 20,0
Polyinsaturés, %A 8,1 8,2 7.5 8,5 6,9
Alcool, g 6,9+7,6°° 59+10,3 54+7,7  26,5+4,2%%% 89,3+ 52 2%%*
Fibres, g 48+2,6° 5,3+£29 48+29 6,024 43+29

*p < 0,05, **p < 0,01; ***p < 0,001 (différences avec CF; test t).
°p < 0,05 °°p < 0,01;°°° p < 0,00] (différences entre CF et CM; test t; CM, voir tab. VI).
a  En fonction des apports énergéliques sans alcool.
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lation, the results for certains nutrients differ
considerably. This is the case [6], for in-
stance, when alcohol intake estimated for |
day only is compared with that estimated via
a questionnaire or written investigation cov-
ering 7 days. Aside from ethnological differ-
ences [89], the population samples concerned
are rarely similar (age differences, representa-
tivity, selection criteria). Such comparisons
do not allow any firm conclusions to be
drawn; they are only indicative.

Anyway, the dietary pattern of the group
studied is quite divergent from the national
recommendations. Less than 5% of the men
and women ingested more than 50% of car-
bohydrates and less than 35% of lipids,

dent un certain nombre d’avantages et d’incon-
vénients techniques, une signification et une
validité différente des résultats [45]. Pour cer-
tains auteurs [118, 159], les résultats des divers
types de protocoles sont souvent comparables.
Pour les équipes qui ont testé plusieurs métho-
des d’enquéte sur la méme population, on peut
dans certains nutriments objectiver des diffé-
rences notables. C'est le cas, par exemple [6],
quand on compare Uapport d’alcool estimé par
des protocoles rétrospectifs sur 1 jour avec les
résultats d’un questionnaire ou d'une enquéte
prospective conduite sur 7 jours. D autre part,
les échantillons de population concernés ne
sont, en dehors des différences ethnologigues
[89], que rarement superposables (différences

Table VIII. Mean energy and macronutrient supply: comparison with some other European investigations

Country: France (ESVITAF) FRG [6]° The Netherlands [8]® The Netherlands [91]®
Type of survey: 7 days 7 days 2 days dietary history
Years: 1979-1980 1975-1979 1980 1970
Subjects, age: 1845 2040 19-34 50-69

M CF d Q d Q

(n=189) (n=173) (n = 564) (n = 621) (n=122) (n = 140) (d,n=613)
Energy supply with
alcohol, keal 3,112 2,418 2,544 1,985 3,005 2,173 2,579
Energy supply without
alcohol, kcal 2,991 2,369 2,324 1,879 2,846 2,114 2513
Protein, %4 13.8 14.2 14.2 13.5 13.3 14.0 12.8
Carbohydrates, %9 40.8 39.8 379 39.7 46.9 46.6 43.8
Total lipids, %¢ 45.4 46.0 47.9 46.8 39.8 394 434
Saturated lipids, %9 19.4 20.1 25.1 24.8 17.8 17.9 17.7
Monounsaturated
lipids, %¢4 17.9 17.8 - - 14.8 14.8 18.4
Polyunsaturated
lipids, %¢d 8.1 8.1 6.6¢ 6.5¢ 6.2 5.7 7.2

3 Selected sample.
b Representative or exhaustive sample.

¢ Linoleic acid.
4 As a function of energy supply without alcohol.
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whereas protein intake largely covered the
requirements: 100% of the men and 97.5%
of the women ingested more than 80% of the
RDA.

Of the total energy intake, the proportion
of saturated, monounsaturated and polyun-
saturated lipids was identical in men and
women. Saturated and monounsaturated fats
predominated corresponding to a higher
daily intake of animal fat [41]. The same
observations were reported in the Heidelberg
study [6] (table VIII). Polyunsaturated fat re-
presented about 8 % of the nonalcohol calorie
intake. This amount has been judged satisfac-
tory by the ‘Commission on Recommended
Nutritional Intake of CNERNA’,

Tableau VIII. Apports moyens en énergie et en
européennes

d'dge, de représentativité, de critéres de sélec-
tion). Les comparaisons que [’on peul faire ne
peuvent déboucher sur des conclusions solides:
elles n'ont qu’une valeur d’orientation.

Quoi qu'il en soit, le comportement ali-
mentaire du groupe étudié est assez éloigné
des recommandations nationales. En effet,
moins de 5% des hommes et des femmes
consomment plus de 50% de glucides et moins
de 35% de lipides. Quant aux protéines, les
apports couvrent largement les besoins: 100%
des hommes et 97,5% des femmes absorbent
Journaliérement plus de 80% des apports re-
commandeés.

La proportion de chaque classe de lipides
saturés, monoinsaturés et polyinsaturés dans

macronutriments: comparaison avec quelques études

Pays: France (ESVITAF)a RFA [6)° Pays-Bas [8]° Pays-Bas [91]®
Type d'enquéte: 7 jours 7 jours 2 jours histoire alimemaire
Années: 1979-1980 1975--1979 1980 1970
Age des sujets: 18-45 20-40 19-31 50-69

M CF ¢ [ g )

(n=189 (n=173) (n=564) (n=621) (n=122 (n =140} (¢, n==615)
Apports énergétiques
avec alcool, kcal 3112 2418 2544 1985 - 3005 2173 . 2579
Apports énergétiques
sans alco}o/, keal 2991 2369 2324 1879 2846 2114 2513
Protéines, %4 13,8 14,2 14,2 13,5. 13,3 14,0 ~ 12,8
Glucides, % 40,8 398 37,9 39,7 46,9 46,6 . 43,8
Lipides totaux, %< 45,4 46,0« 47,9 46,8 . 398 394, 434
Lipides saturés, %¢ 194 20,1 25,1 24,8 17,8 17,9 - 17,7
Lipides monoinsaturés
%4 17,9 17,8 - - 14,8 14,8 - 18,4
Lipides polyinsaturés
%4 8,1 8,1 6,6¢ 6,5¢ 6.2 57 . 7,2

@ Echantillon sélectionné.
b Echantillon probabiliste ou exhaustif.

¢ Acide linoléique.
4 Calcul a partir des apports énergétiques sans alcool.
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Obese Subjects (tables VI, V1)

In these groups as in the controls, alcohol
intake was limited to 300 kcal for men and
147 kcal for women.

Among men, energy intake (total or non-
alcohol energy) in group OM; only was sig-
nificantly different from that of group CM.
This difference in mean intake amounted to
400 kcal. The supplementary energy origi-
nated from a higher intake of protein, carbo-
hydrates and fat (the difference was not sig-
nificant for carbohydrates). As opposed to
only 76 % of group CM, 100% of group OM,
ingested at least 2,700 kcal. Macronutrient
distribution in relation to nonalcohol energy
intake and to total energy intake with an alco-
hol limit of 300 kcal was comparable be-
tween control and obese subjects. Mean non-
alcohol and total energy intake of the obese
women was lower than that of the controls
(CF). The approximate 90-kcal difference be-
tween the CF and OF, groups was not signif-
icant. However, the shape of the histogram of
energy intake was different from that of the
controls. As opposed to only 20% in group
CF, in groups OF, and OF,, 28% (NS) and
36% (p < 0.05), women respectively, in-
gested less than 2,000 kcal. The mean dietary
behavior of these obese women was slightly
different from that of the controls: the diet of
OF, and OF, women was higher in protein
and that of OF, was lower in carbohydrates.
The composition of the lipid diet was compa-
rable to that of the controls.

Except for group OM,, which included
only 11 subjects, our results agree with most
studies in the literature; there is little differ-
ence between the mean caloric intakes of sta-
ble-weight men and women, whether they
were obese or of normal weight. The energy
intake of the obese was for the most part
slightly less than that of the nonobese {2, 8§,

la ration énergétique est identique chez les
Jemmes et chez les hommes. Dans la ration
lipidique, les graisses saturées et monoinsatu-
rées sont les plus consommées. Cette plus
grande proportion correspond a un apport de
lipides d’origine animale plus important [41].
Les mémes constatations ont été faites a Hei-
delberg [6] (tab. VIII). Les lipides polyinsa-
turés représentent environ 8% de 'apport ca-
lorique sans alcool, c’est la quantité qui est
Jjugée pleinement satisfaisante par la Com-
mission «Apports nutritionnels conseillés du
CNERNA».

Obéses (tab. VI, VI1I)

Dans ce groupe, comme pour le groupe
témoin, les apports alcooliques ont été limités
a 300 kcal pour les hommes et 147 kcal pour
les femmes.

Chez les hommes, les apports énergétiques
ne sont significativement différents de ceux de
CM que pour le groupe OM > que ce soit avec
ou sans alcool. Cet apport supplémentaire
moyen de 400 kcal provient des protéines, glu-
cides et lipides (la différence n'est pas signifi-
cative pour les glucides). Tous les hommes du
groupe OM > consomment au moins 2700 kcal
contre 76 % des témoins (CM). La répartition
des macronutriments en fonction de la ration
énergétique sans alcool est comparable entre
les témoins et les obéses excepté pour le
groupe OM,; qui consomme un peu plus de
protéines. La composition de la ration lipidi-
que n'est pas tres différente entre les obéses et
les témoins, il en est de méme pour les apports
alcooliques qui ont été limités a 300 kcal.

Chez les femmes obéses, les apports éner-
gétiques moyens avec ou sans alcool sont un
peu plus faibles que chez les témoins (CF). La
différence de 90 kcal environ entre CF et OF),;
n'est pas significative. Par contre, la forme de
lhistogramme de distribution des apporis
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19, 53, 80, 121, 171]. In some cases, there
was a significant negative correlation be-
tween energy intake and degree of obesity or
weight [6, 85, 92, 129, 130]. Some authors
have shown that the lower calorie intake in
obese subjects was related to less physical
activity {106, 120], others have not found
these relationships [105, 114].

Three main hypotheses have been pro-
posed to explain the absence of a positive
relationship between weight and calorie in-
take [8]: (1) the dietary investigations used in
these studies were not suitable and the sub-
jects might have underestimated the amount
of food ingested [23, 45, 94]: (2) the period of
life during which the subject became obese
was often long before the investigation, and
at the time of the study, many subjects de-
creased their intake to reduce or maintain
their weight; (3) there is a very wide interin-
dividual variability in energy requirements,
especially as concerns thermogenesis and
basic metabolism [127].

A dietary pattern similar to that of our
samples — higher protein diets (OF,, OF,,
OM)) and lower carbohydrate diets (OF;) -
was noted in the Heidelberg study [6]. This
trend is often associated with increased in-
take of fats and alcohol [6, 91, 130]. Other
authors have reported that obese people in-
gest fewer energy foods such as fats, oil, sugar
and high-sugar products [8, 85, 141].

Drinkers (tables V1, VII)

In male and female drinkers mean energy
intake was ~ alcohol included - higher than
that of the corresponding controls (a differ-
ence of 840 kcal between AM, and CM).
Nonalcohol energy intake, however, was not
significantly different from that of the con-
trols (about 120 kcal between AM, and CM
and about 225 kcal between AF, and CF).

énergétiques des obéses n’est pas superposable
a celle des témoins. Dans les groupes OF; et
OF,, respectivement, 28% (NS) e 36%
(p < 0,05) des femmes consomment moins de
2000 kcal contre 20% dans le groupe CF. Le
comportement alimentaire moyen de ces fem-
mes obéses est un peu différent de celui des
témoins: OF, et OF, ont une alimentation
plus riche en protéines, seul OF, a une ali-
mentation moins riche en glucides. La com-
position de la ration lipidique est comparable
a celle des témoins.

Hormis pour le groupe OM, qui ne com-
porte que 11 personnes, nos résultats concor-
dent avec la plupart des travaux de la littéra-
ture: on trouve peu de différences importantes
d’apport calorique moyen chez les hommes et
les femmes de poids stable, qu’ils soient obé-
ses ou de poids normal. Les apports énergéti-
ques des obéses sont dans la plupart des cas
légerement inférieurs 4 ceux des non-obéses
[2,8, 19, 53, 80, 121, 171]. Dans certains cas,
une relation significative négative a été notée
entre les apports énergétiques et l'indice de
corpulence ou le poids [6, 85, 92, 129, 130].
Certains auteurs ont montré que la diminu-
tion des apports caloriques chez les obéses
était lide a une activité physique moindre
[106, 120], d’autres n’ont pas noté ces liaisons
[105, 114].

Trois hypothéses principales ont été avan-
cées pour expliquer 'absence de relation posi-
tive entre le poids et les apports caloriques
[8]:

1) les enquétes diététiques utilisées dans ces
études ne sont peut-étre pas adaptées, les su-
Jets peuvent sous-estimer la quantité de nour-
riture ingérée [23, 45, 94];

2) lépisode de la vie pendant laquelle e
sujet est devenu obése est souvent bien anté-
rieur a l'enquéte et au moment de l'investiga-
tion bon nombre de sujets ont réduit leurs
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This nonalcohol energy intake was derived
mostly from proteins and fats. So, energy
intake from alcohol seems to be super-added
to the basic energy intake from the normal
diet which, in our study, was 3,000-3,200
kcal for men and 2,400-2,600 kcal for wom-
en. Several authors have already reported
this trend [16, 24, 36, 81].

Of course, the distribution of macronu-
trients in relation to total energy intake was
different between drinkers and nondrinkers
since alcohol calories act to dilute nutrient
density. However, as reported by other au-
thors [79, 81], the balance of the nonalco-
holic diet was slightly medified: higher pro-
tein and lipid diets, lower carbohydrate diets
for AM,.

Vitamins and Iron

Controls (tables IX-XII, curves 9-22)

As expected from the data on macronu-
trient intakes, the daily mean intake of most
micronutrients studied was significantly
higher in men than in women. However, vita-
min C and vitamin A did not follow this trend.

apports afin de maigrir ou méme de mainte-
nir leur poids;

3) 1l existe une tres grande variabilité in-
ter-individuelle du besoin d’énergie, notam-
ment pour la thermogéneése et le métabolisime
de base [127].

Un comportement alimentaire semblable a
celui de nos échantillons — alimentation plus
riche en protéines (OF,, OF;et OM ) et moins
riche en glucides (OF,) — a été noté lors de
lenquéte de Heidelberg [6]. Cette tendance est
SOUVent associée a une consommation accrue
en lipides d'origine animale ou autre et en
alcool [6, 91, 130]. D’autres auteurs ont si-
gnalé que les personnes obéses consomment
moins d'aliments qui fournissent beaucoup
d’énergie tels que les graisses, l'huile, le sucre
et les produits riches en sucre [8, 85, 141].

Buveurs (tab. VI, VI1I)

Chez les hommes comme chez les femmes,
les apports énergétiques moyens avec alcool
Sont Supérieurs d ceux des 1émoins correspon-
dants (840 kcal entre AM,> et CM). Les ap-
ports énergétiques sans alcool, par contre, ne
sont pas significativement différents de ceux

Table IX. Daily vitamin and iron supply in men (means * SD)

Vitamins CM OM, OM- AM; AM,

and iron

B,, mg 1.20 +0.28°° 1.31+£0.40 1.54+0.29%%  [28+0.3]* 1.34+0.42%*
B,, mg 1.68 +0.50°°° 1.71%0.58 2.08£0.24* 1.81x0.49 1.84 +0.58*
A, ug RE 1,456 £723 1,531+976 2,205 £ 663** 1,631 +£833 1,406 709

C, mg 75+42 69 +44 85+34 66+ 30 68 +48

D, pg 4.6x3.3% 40+2.9 4.8+2.6 4.2+33 4.1+£3.0

E, mg 10.342.1°°° 11.1x4.3 [3.6 £4.0%* 11.4+3.2% 11.9+3.8%*
Folate, ng 182+£77° 207 +118 286+ 76%** 208 £ 82%* 230+ 120%**
Iron, mg 15.7+3.9°° 17.7x5.1% 19.5£2.4%* 20.9 £ 4.2%%* 243+ 8.4%%*

*p < 0.05; **p < 0.01;, **p < 0.001 (differences vs. CM; 1 test).
°p < 0.05;°°p < 0.01; °*°p < 0.001 (differences between CM and CF; CF values, see table X).
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The amounts of vitamin A broken down
into preformed retinol and B-carotene were
of the same magnitude in both sexes:

men retinol 765+ 555 ng/day
B-carotene  4.14 +2.6 mg/day

women retinol 723+ 537 pg/day
p-carotene  4.32+2.54 mg/day

The part of retinol in the overall supply of
vitamin A, calculated from the above for-
mula (p. 21), was not different between men
and women (52.8 + 19.9 and 49.7 + 20.8%,
respectively). This percentage is lower than
that of 70% proposed by Dupin [52] for the
French diet.

While men ate a larger quantitiy of food
than women, the women’s diet had higher
concentrations of vitamins By, B,, C and A,
folate and iron. For 1,000 kcal of overall
intake [69], the mean nutritional density of
the six micronutrients was significantly
higher in women (7-8% for vitamin B, and
iron, 11% for vitamin B,, 15% for folate,
28% for vitamins A and C).

des témoins, tout au plus 120 kcal environ
entre AM; et CM et 225 kcal environ entre
AF; et CF. Ces suppléments d’é)?éz'gz‘e pro-
viennent surtout des protéines et des lipides.
Contrairement a une idée précongue, les ap-
ports énergétiques semblent surajoutés a une
ration de base qui est dans noire étude de
3000-3200 kcal pour les hommes et de 2400
2600 kcal pour les femmes. Plusiewrs travaux
ont déja signalé cette tendance [16, 24, 36,
81].

Bien évidemment, la répartition des ma-
cronutriments en fonction des apports éner-
gétiques avec alcool est différente entre bu-
veurs et non-buveurs, les calories alcool
Jjouent un role de dilution. Les boissons al-
cooliques apportent en effet, par rapport a la
ration non alcoolique, beaucoup plus d’éner-
gie que de nutriments. La densité nutrition-
nelle des rations diminue donc sous l'effet des
apports d’alcool. Par contre, comme [ont
moniré dautres auteurs [79, 81], [l'équilibre
de la ration non alcoolique est peu modifié:
augmentation légere des rations protéiques et
lipidiques, diminution de la ration glucidique
pour AM .

Tableau I1X. Apports journaliers en vitamines et en fer chez les hommes (moyenne + écari-typej

Vitamines M OM, OM, AM, AM:

et fer

B, mg 1,20+ 0,28°°° 1,31+0,40 1,54 +0,29%%* 1,28+0,31% 1,34+ 0,42%
Bs, mg 1,68+ 0,50°° 1.71£0,58 2,08+ 0,24%* 1,81+0,49 1,84+ 0,58*

A, ug ER 1456+ 723 1531x976 2205 x 663** 1631+£833 1406 + 709

C, ing 75+42 69+44 85+ 34 66+ 30 68+ 48

D, pg 4,6+3,3°° 40+29 48+2,6 4,2+33 4,1+3,0

E mg 10,3+ 2,1°°° 11,1+43 13,6+ 4,0%%* 11,4+ 3,2%* 11,9+ 3,8%**
Folates, g 182x77° 207+ 118 286 + 76%%* 208 +82% 230+ 120%%*
Fer, mg 15,7+ 3,9°°° 17,7£5.1% 19.5+2,4%* 20,9 4, 2%%* 24,3 + 8,4 %%

*p < 0,05 **p < 0,01, ¥**p < 0,001 (différences avec CM; test ).
°p < 0,05 °°p < 001 °°°p < 0,001 (différences entre CM et CF; test t; CF, voir tab. X).
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Table X. Daily vitamin and iron supply in women (means + SD)

Vitamins CF OF, OF, AF, AF,

and iron

B;, mg 1.00+£0.26°°° 1.11£0.38 0.98£0.25 0.98+0.13 1.12+0.46
B,, mg 1.45+0.43°°° 1.60+0.55*% 1.51£0.41 1.51+0.45 1.62+0.71
A, ug RE 1,444 + 695 1,554 +707 1,477 £ 645 1,476 £ 642 1,522+1,183
C, mg 74 +38 79 %39 81+59 7343 64 +34

D, ug 3.5+2.5°% 3.8x3.1 3.5+26 27x13 3.5x3.1

E, mg 8.0x2.2¢°° 8.2+2.6 7.6+£2.8 8.8+1.2 8.6+3.3
Folate, pg 160x77° 184 £ 93* 169+ 137 19963 195+99
Iron, mg 13.0£3.7°° 13.8+£4.2 [2.3+3.3 15.4+1.9* 17.3 6. 7%%*

*p < 0.05; ¥ p < 0.01; ¥*p < 0.001 (differences vs. CF; t test).
°p < 0.05;°°p < 0.01; °°°p < 0.001 (differences between CF and CM; t test; CM values, see table IX).

Table XI. Nutritional densities of men’s diets (means = SD})

Vitamins and iron CM OM, OM, AM, AM>

B;, mg/1,000 kcal 0.39+0.06°°° 0.42+0.08* 0.44+0.08*  0.36£0.06%** 0.34+0.08***
B>, mg/1,000 kcal 0.55+0.15°° 0.55+0.15 0.60+0.10 0.51+0.13* 0.47 £0,13%**
A, g RE/1,000 kcal 476 £238°°° 486+ 281 638+218* 460227 369 £207***
C, mg/ 1,000 kcal 24.6+£14.6°°° 22.1=x11.5 249+11.8 18.9 + 9 4% 17.6%11.6%**
D, g/ 1,000 kcal 1.48 +1.01 1.27£0.91 1.36£0.80 1.17£0.95* 1.04 & 1.04%**
E, mg/1,000 kcal 3.32+0.59 3.47+0.59 3.83+0.89** 3.16%0.58 3.05+£0.76%F
Folate, ug/1,000 kcal 59.4+24.9° 64.9+33.2 80.9+£17.6%* 58.1+21.3 59.3+30.1
Iron, mg/1,000 kcal 5.06£0.83°°  567x1.13** 560+1.00* 5.88 4 1.04%** 6,234 1. 74%**

*p < 0.05; **p < 0.01; **p < 0.001 (differences vs. CM; t test).
°p < 0.05;°°p < 0.01; *°p < 0.001 (differences between CM and CF; t test; CF values, see table XII).

Table XII. Nutritional densities of women’s diets (means + SD)

Vitamins and iron CF OF, OF> AF, AF,

B, mg/1,000 kcal 0.42+0.08°° 0.48£0.12*%* (460.14* 0.37+0.04 0.35+0.09**
B,, mg/1,000 kcal 0.61x£0.14°°° 0.71x£031*  0.68x+0.18** 0.57+0.15 0.500.11*%*
A, pg RE/1,000 kcal 610+312°° 722 + 449% 690+391 566 +266 505+375

C, mg/ 1,000 kcal 31.5x17.1°°  36.0+£19.9 37.9+26.6 27.6+16.3 19.8 x7.8%*
D, ng/1,000 keal 1.45+1.12 1.59+ 1.04 1.50+0.95 1.02+0.85 1.09+0.83

E, mg/1,000 kcal 3.32+0.72 3.52+0.78 3.30+0.79 3.34+0.58 2.65+0.52¢**
Folate, ug/1,000 kcal 68.4+4].1° 81.1+45.2* 73.6x43.9 75.8+24.5 61.9+37.9
Iron, mg/1,000 kcal 5414110  597x1.31* 548+1.15 5.81+0.61 5.55+1.50

*p < 0.05; *p < 0.01; **p < 0.001 (differences vs. CF; t test).
°p < 0.05;°°p < 0.01; °*°p < 0.00! (differences between CF and CM; t test; CM values, see table X1).
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Tableau X. Apports journaliers en vitamines et en fer chez les femmes (moyenne * écart-type)

Vitamines CF OF; OF_v AF, AF;

el fer

B, mg 1,00+ 0,26°°° 1,11+£0,38 0,98+0,25 0,98+0,13 1,12+0,46
Bj mg 145x£0,43°% 1,60x0,55* 1,51+0,41 1512045 1,62+0,71
A, ug ER 1444+ 695 1554+ 707 1477 + 645 1476+ 642 1522+ 1,183
C, mg 79+39 81+59 7343 64+34

D, ug 3,5£2,5°% 3.8+31 35+26 2,7+ 1,3 3,5%3,1

E, mg 8,0x2,2°° 8,2+26 7,6+28 88+12 86=*33
Folates, ug 160£77° 184+ 93* 169+ 137 199+63 195+99
Fer, mg 13,0£3,7°°° 13,8+4,2 12,3+3,3 154+ 1,9* 17,3+ 6,7%%*

*p < 0,05, **p < 0,01 ***p < 0,001 (différences avec CF; test t).

°p < 0,05 °°p < 0,01;°°° p < 0,001 (différences entre CF et CM. test t; CM, voir tab. IX).

Tableau X1. Densiiés nutritionnelles de 'alimentation chez les hommes (moyenne + écart-type)

Vitamines et fer cM OM, oM, AM, AM >

By, mg/1000 kcal 0,39+0,06°°°  0,42x0,08* 0,44+ 0,08** 0,36 +0,06%** 0,34+ 0,08%**
B, mg/1000 keal 0,55x0,15°°°  0,55+0,15 0,60+0,10 051+0,13* 0,47 +0,13%**
A, ug ER/1000 kcal 476+ 238°°° 486+ 281 638+ 218* 460+ 227 369+ 207%%*
C, mg/1000 kcal 24,6+ 14,6°°° 22,1115 24,9118 18,9+ 9,4%* 17,6+ 11,6%**
D, ug/1000 kcal 1,48+ 1,01 1,27+0,91 1,36 +0,80 1,17 +0,95*% 1,04 + 1,04%%*
E, mg/1000 kcal 3,32+0,59 3,47+0,59 3,83+ 0,89 3,16+0,58 3,05+0,76%*
Folates, ug/1000 kcal 59,4+24,9° 64,9+ 33,2 80,9+ 17,6%* 58,1+21,3 59,3+ 30,1
Fer, mg/1000 kcal 5,06 +0,83°° 5,67« 1,13%** 560+ 1,00*% 5,88+ 1,04*** 6,23+ ], 74%%*

*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (différences avec CM; test t).

°p < 0,05 °°p < 0,01;°°° p < 0,001 (différences entre CM et CF; test t; CF, voir tab. XII).

Tableau XI11. Densités nutritionnelles de 'alimentation chez les femmes (moyenne + écart-1ype)

Vitamines et fer CF OF, OF, AF,; AF>

By, mg/1000 kcal 0,42+ 0,08°°° 0,48+ 0,12%**  (,46+0,14* 0,37 +0,04 0,35+ 0,09%*
B, mg/1000 keal 0,61+0,14°°° 0,71+£0,31%* 0,68 +0,18** 0,57+0,15 0,50x0,11**
A, ug ER/1000 kcal 610+ 312°°° 722+ 449* 690+ 391 566 + 266 505+ 375

C, mg/1000 kcal 31,5x17,1°°° 36,0+ 19,9 37,9+ 26,6 27,6 16,3 19,8+ 7,8%*
D, ugr1000 kcal 145x1,12 1,59+ 1,04 1,50+£0,95 1,02+0,85 1,09+ 0,83

E, mg/1000 kcal 3,32+0,72 3,52+0,78 3,30+0,79 3,34 +0,58 2,65+ 0,52%**
Folates, ug/1000 kcal 68,4x41,1° 81,1+45,2% 73,6+43,9 75,8+ 24,5 61,9+37,9
Fer, mgr1000 kcal 5,41 x1,10°° 5,97+ 1,31%* 548+ 1,15 581+061 5,55+ 1,50

*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,00] (différences avec CF: test 1).

°p < 0,05 °°p < 0,01;°*° p < 0,001 (différences entre CF et CM, test t; CM, voir tab. XI).
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This dietary pattern is not specific to
" France. The same phenomenon has been re-
ported in investigations in the USA for vita-
mins By, Bo, Aand C {169, 181], in Germany
for vitamins By, A and C [6] and in Hawaii
for vitamins A and C [97]. Analysis of vita-
min C sources in the Heidelberg study [6]
shows that the weekly intake of fresh vegeta-
bles and fruits and nonalcoholic drinks such
as fruit drinks is higher in women than in
men. These results could explain the differ-
ences in nutritional density between the
SEXES.

The above reservation (p. 33) concerning
a comparison between our results and those
of other studies applies especially for this sec-
tion. For the four vitamins cited (table XIII)
our male and female control groups (CM and
CF) had intakes comparable to or even
higher than those of the Heidelberg and
HANES I studies, except for HANES I men
who had a higher intake of vitamins By, C
and A than those of group CM. Except for the
women in HANES I, our data for the mean
daily iron intake was lower than those in the
two investigations cited.

Our results for folic acid are very similar
to those found with the same composition
tables in British (190 pg/day) [154] and a
French population [27].

The typical British diet has been calcu-
lated to provide 130-300 g of folic acid per
day [37]. Estimates based on a Canadian nu-
tritional investigation [121] in which recent
composition tables were used are comparable
[42, 77]. The mean intake of free folate in
Denmark is less than 100 pg/day for pregnant
women [55]. This corresponds to a total fo-
late intake of about 150 ug/day, according to
the same authors.

In view of the nutritional densities shown
in table XIII, the French diet seems to have

Vitamines et fer

Témoins (tab. IX-XII: courbes 9-22)

Comme on pouvait s’y attendre, au vu
des apports en macronutriments, les apports
moyens journaliers en la plupart des micronu-
triments étudiés sont significativernent plus
élevés chez les hommes que chez les femmes.
Deux vitamines échappent a cette tendance: la
vitamine C et la vitamine A.

Les quantités de vitamine A décomposées
en rétinol préformé et en B caroténe sont éga-
lement du méme ordre pour les deux sexes:

chez les homimes rétinol 763 =555 pg/y
B-caroténe 4,32+2.6mg/j
chez les femmes rétinol 723+ 537 ug/j
B-caroténe 4,32 2,54 mg.

La part du rétinol dans I'apport global en
vitamine A, calculée d’apres la formule ci-des-
sus (p. 21) n'est pas différente entre hommes et
Jemmes (respectivement 52,8 + 19,9 ¢t 49,7%
+ 20,8%). Ce pourcentage est plus faible que
celui de 70% qui est proposé pour lalimenta-
tion frangaise par Dupin [52].

Si les hommes mangent plus que les fem-
mes en quantité, par contre, celles-ci ont une
alimentation plus concentrée en vitamines
By, By C, A, Jolates et fer. En effet, la den-
sité nutritionnelle moyenne exprimée pour
1000 kcal d’apport global [69] est significati-
vement plus élevée chez les femmes pour ces
six micronutriments (7-8% pour la vitamine
By et le fer, 11% pour la vitamine B, 15%
pour les folates, 28% pour les vitamines A et
C)

Ce comportement alimentaire différent
n'est pas spécifiqgue a la France. En effet, on
peut constater le méme phénoméne aprés cal-
cul sur les résultats d'enquétes effectusdes aux



Results - Discussion - Résultats - Discussion

45

higher concentration of vitamin A but lower
levels of vitamin B;, vitamin C and iron;
than the West German diet; the levels of vita-
min B, are comparable. The American diet
seems to have higher concentrations in these
five micronutrients than does the French
diet, Several factors may partly explain these
differences among the diets of the three coun-
tries:

— in the USA many foods are supplemented
with iron and various vitamins;

— in calculating micronutrient intake, espe-
cially vitamin C, we included ascorbic acid
used as an additive {110} and possible modi-
fying factors such as cooking or storage loss,
when known. Such methods probably give a
relatively accurate picture of vitamin C in-
take [20];

— the iron and vitamin levels may be differ-
ent according to the food composition tables;
this is the case for folates, for instance, which
are not mentioned in table XIII.

We have tried to compare our data on
vitamin and iron intakes to those presently
recommended for the French population in
earlier studies [52, 137] and to two initially
defined limits (80 and 50% of the RDA;
fig. 4). This representation completes the
simple comparison of the means with the rec-
ommendations, but the diagnosis of an indi-
vidual vitamin deficiency must always be
confirmed by biochemical data. On the con-
trary, risks of deficiency do exist if the dietary
vitamin intake is less than the mean.

The RDA are met by more than half of the
controls (both sexes) only for vitamin A; for
vitamin E and iron, RDA are met by more
than half of the male controls only. Eighty
percent of the RDA is achieved by more than
half of both sexes for vitamins B,, C and A
and more than half of the men for vitamin E
and iron. At least 80% of the RDA is

USA pour les vitamines B, B, A, C [169,
181], en Allemagne pour les vitamines B, A et
C [6] et a Hawai pour les vitamines A et C
[97]. L analyse des sources de vitamine C dans
l'étude de Heidelberg [6] montre que les ra-
tions hebdomadaires en légumes et fruits frais
et en boissons non alcooliques (dont les bois-
sons a base de fruits) sont plus importantes
chez les femmes que chez les hommes. Ceci
pourrait étre une des explications des différen-
ces de densités nutritionnelles inter-sexe.

La réserve faite ci-dessus (p. 33) au sujet
des comparaisons entre nos résultats et ceux
des autres travaux a icl toute sa valeur. Pour
les quatre vitamines citées au tableau X111 et
pour chaque sexe, notre groupe témoin (CM et
CF) a des apports souvent comparables ou
méme supérieurs a ceux de l'enquéte de Hei-
delberg et du HANES I, excepté pour les hom-
mes du HANES I qui ont un apport en vitami-
nes By, Cet A supérieur a celui du groupe CM.
Les rations journaliéres moyennes en fer sont
plus basses que celles des deux enquétes citées,
excepté pour les femmes du HANES 1.

Pour l'acide folique, les résultats que nous
avons relevés sont tres voisins de ceux objecti-
vés avec les mémes tables de composition dans
une population britannique (190 ug/j) [154] et
en France [27].

L'alimentation britannique typique ame-
nerait selon les calculs 130 a 300 ug d’'acide
folique par jour [37]. Des estimations basées
sur l'enquéte Nutrition Canada [121] utilisant
des tables de composition récentes donnent
des résultats comparables [42, 77]. Au Dane-
mark, I'apport moyen en folates libres est chez
des femmes enceintes inférieur @ 100 ug/j [55].
Ceci correspond, pour les mémes auteurs, a
un appoit en folates totaux de lordre de
150 ug/j.

Au vu des densités nutritionnelles du ta-
bleau X111, Ualimentation frangaise semble
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achieved by about 45% of men for vitamin
B, and by about 45 % of women for vitamins
B, and E. The major problems in meeting the
RDA involve three micronutrients: folate
and vitamin D for both sexes, and iron for
women.

Between 71 and 77 % of the control sam-
ples ingested less than 200 pg/day of folate
{50% of the RDA). As did many other au-
thors, we thus found a clear discrepancy be-
tween the calculated intakes and the recom-
mendations [15]. These results can be partly
explained by the use of the data from the
composition tables [124]. According to Phil-
lips and Wright [131, 132] the folate values in
these tables may be underestimated for tech-

plus concentrée que 'alimentation de la RFA
en vitamine A, mais par contre moins concen-
trée en vitamines B, C et en fer. Les richesses
en vitamine B, des deux alimentations sont
comparables. La nourriture disponible aux
USA semble plus concentrée en ces cing mi-
cronutriments que la nourriture frangaise.
Plusieurs éléments connus peuvent expliquer
une partie de ces différences:

— Aux USA, de nombreux aliments sont sup-
plémentés en fer et en diverses vitamines;

— pour le calcul des apports en micronutri-
ments en particulier en vitamine C, nous
avons tenu compte de l'acide ascorbique uti-
lisé comme additif, des éventuels facteurs de
correction de perte a la cuisson ou a la conser-

Table X111. Mean daily supplies and mean nutritional densities of micronutrients: comparison with some

other investigations

Country: France (ESVITAF)? USA [169]0 USA {181]® FRG [6]®
Type of survey: 7 days diet. hist.” 2 days — diet. 7 days
Date: 1979-1980 1971-1973 1977-1978 1975-1979
Subjects, age: 1845 25-34 23-50 2040
™ CF g Q d Q d Q
(n=189) n=173) (»=1,539) {(n=672) (n=564) (n=62])
Vitamins
B, mg 1.20 1.00 1.51 1.07 1.26 1.00
mg/ 1,000 kcal 0.39 0.42 0.55 0.65 0.68 0.71 0.49 0.50
B, mg 1.68 1.45 0.91 0.97 1.46 1.25
mg/ 1,000 kcal 0.55 0.61 0.33 0.59 0.83 0.87 0.57 0.63
C mg 75 74 91 76 72 75
mg/ 1,000 kcal 25 32 33 46 37 57 29 38
A ug RE 1,456 1,444 1,615 1,316 1,136 998
pg RE/1,000 kcal 476 610 584 800 907 1,102 446 502
Iron
mg 15.7 13.0 16.8 10.4 18.0 14.2
mg/ 1,000 kcal 5.1 5.4 6.1 6.3 6.8 7.1 7.1 7.1

2 Selected sample.
b Representative sample.
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Frequency - Fréquence, %
»
s

n
3

<50% RDA
AC

Fig. 4. Micronutrient supply of the control samples

50-80% RDA
AC

in comparison to the corresponding RDAs.

80-100% RDA
AC

J
>100% RDA
AC

Fer

Fig. 4. Apports en micronutriments des échantillons
témoins: comparaison avec les AC.

Tableau XIII. Apports moyens journaliers et densités nutritionnelles moyennes en micronutriments: compa-

raison avec quelques enquétes

Pays: France (ESVITAF}¢ US4 {169]" USA [181]* RFA[6]"
Type d’enquéte: 7 jours hist. aliment. hist. aliment. — 2 j. 7 jours
Années: 19791980 1971-1973 1977-1978 1975-1979
Age des sujets: 1845 25-34 23-50 2040
M CF d 9 g Q g Q
{n=189) (n=173) (n=1539) (n=:672) (n=564) (n=621)
Vitamines
B, mg 1,20 1,00 151 1,07 1,26 1,00
mg/1000 kcal 0,39 0,42 0,55 0,65 0,68 0,71 0,49 0,50
B; mg 1,68 145 0,91 0,97 1,46 1,25
mg/1000 kcal 0,55 0,61 0,33 0,59 083 0,87 0,57 0,63
C mg 75 74 91 76 72 75
mg/1000 kcal 25 32 33 46 37 57 29 38
A ug ER 1456 1444 1615 1316 1136 998
ug ER/1000 kcal 476 610 584 800 907 1102 446 502
Fer
mg 15,7 13,0 16,8 10,4 18,0 14,2
mg/1000 kcai 5,1 54 6,1 6,3 6,8 7,1 7.1 7,1

a  Echantillon sélectionné.
b Echantillon probabiliste.
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nical reasons. Moreover, dietary folate is
formed with about 25% of free folate {65],
the larger part being in the form of polygluta-
mates which are not completely accounted
for. They are a part of the vitamin intake
[176], even if their biocavailability varies.
Since this underestimate differs according to
the diet, it is impossible to apply a correction
factor even though total and free folate in-
takes are highly correlated [14]. Composition
table data on available folacin are very frag-
mentary [147]. The validity of results on
folate intake is low: the data will be re-exam-
ined when correct and complete tables are
available.
present recommended intakes [52, 138] are
expressed as total folate and that 50-
100 pg/day 1s required to maintain plasma
folate at a normal level in a healthy subject
[138].

Vitamin D appears to present problems.
In France as well as in many other countries,
adult and adolescent requirements are met
mainly via the synthesis of vitamin Dj; in the
skin as a result of exposure to sunshine. The
lack of the 5-10 pg in the daily diet is not
alarming, provided the subject gets enough
sun.

The iron RDA for women of childbearing
age is very high (18 mg/day), but this is jus-
tified in order to compensate for menstrual
loss. Only 11% of the women in the sample
had the required iron intake. Women eating
the normal diet are not likely to attain this
level without supplementation. In our study,
iron stores were found to be zero in 15% of
women of childbearing age and incomplete in
75% of cases [60, 76].

The diagrams of figure 4 show that vita-
mins B, and B,, folate and vitamin C differ
little according to sex. In women, lower vita-
min B, and B, intakes correspond to lower

It should be recalled that the -

vation lorsqu’ils étaient connus [110]. De tels
procédés semblent susceptibles de fournir une
vision relativement précise de l'apport vitami-
nique C [20];

— selon les iables de composition des ali-
ments, les teneurs en vitamines et fer sont dif-
Sérentes. C’est par exemple, le cas des folates
non cités dans le tableau XII1I.

Nous avons tenté de confronter nos résul-
tats concernant les apports en vitamines et en
Jfer aux apports actuellement conseillés a la
suite de travaux antérieurs pour la population
Jfrangaise [52, 137] et aux deux limites définies
initialement (80 et 50% des AC; fig. 4). Cette
représentation compléte la simple comparai-
son des moyennes aux recommandations,
mais on ne peut, en aucun cas, parler de
carence vitaminique au plan individuel sans
disposer d’éléments biochimiques qui le
confirment. Par contre, le risque d’observer
une carence devient grand lorsque la ration est
inférieure au besoin vitaminique moyen.

La couverture des apports conseillés n’est
obtenue pour plus de la moitié du groupe
témoin que pour la vitamine A (pour les deux
sexes) et pour la vitamine E et le fer chez les
hommes. Si l'on considere une recommanda-
tion moins sévere, c'est-a-dire 80% des AC,
cette couverture est assurée pour plus de 50%
de échantillon pour les vitamines B, C, A
(dans les deux sexes) et pour la vitamine E et
le fer chez les hommes. Environ 45% des
hommes absorbent au moins 80% des AC
pour la vitamine B, et 45 % des femmes absor-
bent au moins 80% des AC pour les vitamines
B, et E. Trois micronutriments semblent po-
ser plus de probléemes: ce sont les folates et la
vitamine D (pour les deux sexes) et le fer chez
les femmes.

En effet, 71-77% de [échantillon témoin
absorbent journellement moins de la moitié
des AC en folates (200 ug/j). Comme de nom-
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RDAs. Folate and vitamin C, whose intake
hardly differs between men and women, cor-
respond to identical RDAs for both sexes.

Obese Subjects (tables IX-X1I)

Except for vitamins C and D, the mean
intake of micronutrients in men was signifi-
cantly higher in group OM; than in group
CM. This could be expected due to the men’s
high intakes of macronutrients and energy. In
group OM, only iron intake was higher and
the women of group OF; ingested more vita-
min B, and folate than did group CF. The
contribution of retinol in the overall vitamin
A intake was the same in obese subjects and
controls of both sexes.

Compared to the RDA and to the two
fixed limits (50% and 80% of the RDA), only
OM, met the RDA significantly better than
did the controls; according to these limits, the
distribution of the intakes of the other three
groups was the same as that of the corre-
sponding controls.

If nutritional density is used to compare
dietary patterns, the diet of the obese subject,
depending on the subgroup, is higher in nu-
tritional density for vitamins B;, B, and A,
folate and iron in men and women and for
vitamin E in women. This phenomenon is
not related to the different alcohol intake
between the obese and nonobese groups. Al-
cohol intake is comparable in groups CF,
OF, and OF,. Intake in groups CM and OM;
is higher than in OM, but has little dilution
effect on nutritional density.

It would be interesting to try and deter-
mine the foods responsible for this phenome-
non. Several dietary differences have been
suggested in the literature:

- fruits are eaten in larger quantities by
obese subjects [19];

breux autres auteurs, nous observons donc
une divergence nette entre les apports calculés
et les recommandations [15]. Ces résultats
sont partiellement explicables par l'utilisation
pour l'acide folique de données extraites des
tables de composition [124]. En effet, selon
Phillips et Wright [131, 132] les valeurs
concernant les folates contenues dans ces ta-
bles sont sous-estimées pour des raisons tech-
niques (pH des réactions, utilisation de décon-
jugases). Les folates libres représentent envi-
ron 25 % des folates présents dans les aliments
[65]. Une grande partie des folates présents
sous forme de polyglutamates n'est pas inte-
gralement comptabilisée. Ils font partie de la
ration vitaminique [176] méme si leur biodis-
ponibilité est trés variable. Cette sous-évalua-
tion est différente selon les aliments examinés
si bien qu'il est impossible d’apporter un fac-
teur de correction bien qu'il existe une corréla-
tion trés forte entre les apports en folates
totaux et en folates libres [14]. Les données
concernant les folates disponibles dans les ta-
bles de composition restent tres parcellaires
[147]. La validité des résultats concernant les
apports en folates doit étre considérée comme
douteuse et les données seront réexaminées
lorsque des tables correctes et complétes se-
ront disponibles. Rappelons que les apports
conseillés en folates actuellement proposés
[52, 138] concernent les folates totaux et que
50-100 pg d’apport quotidien sont indispensa-
bles pour maintenir les folates plasmatiques a
un niveau normal chez un sujet en bonne
santé [138].

La vitamine D semble étre qussi une vita-
mine & problémes. En France, comme dans
beaucoup de pays, la couverture des besoins
chez les adultes et les adolescents est surtout
assurée par la vitamine D; synthétisée dans le
derme lors de ['exposition au soleil, ce qui
nest certainement pas réalisé partout en
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— meat intake is higher in obese subjects and
is related to the weight index because of the
ingestion of the animal fat it entails [6];

— added lipids and sugars supply many
‘empty calories’ and are ingested very little
by obese subjects [8, 85, 141].

In conclusion, our results agree with inter-
national studies {142, 167]. Vitamin and iron
intakes of obese people are not lower than
those of normal-weight people; however, the
nutritional density of some micronutrients in
the diet is higher in obese subjects.

Since the diet was found to be nutrition-
ally well balanced, any decrease of energy
intake would lead to a vitamin intake well
below the RDA. A study using models of
French dietary intake reaches to the same
conclusion [111], thus confirming research
carried out in other countries [31].

Drinkers (tables IX-XII)

Mean intakes of vitamins By, B> and E,
folate and iron were significantly higher in
groups AM; and AM,, resulting in better
agreement with the recommended amounts.
Compared to CM, group AM, included pro-
portionately fewer people (19%) with mar-
ginal and low (80% of the RDA) intakes of
vitamin B>. The same was true for AM,: the
frequency of marginal and low intakes was
40% for vitamin B, and 87 % for folate () test;
p < 0.05). This difference in vitamin B, folate
and iron intakes was considered to be essen-
tially a result of the micronutrients in alco-
holic drinks. For example, the levels of vita-
min B,, folate and iron given in the dietary
tables used for beer are 0.2-0.6 mg/1, 40-88
ug/t and 0.1-0.5 mg/l, respectively. Those
used for wine are 0.1-0.2 mg/1, 1-2 pg/l and
5.8-12.1 mg/l, respectively. These additional
intakes were not negligible when the amount
of wine or beer ingested is counted in liters.

France et notamment dans certaines yilles
pendant la période froide. La non-couvertiire
des 10 ug ou méme des 5 yg journaliers ne
doit pas alarmer a condition bien siir de pou-
voir bénéficier d’un ensoleillement suffisant.

Les AC en fer chez les femmes en période
d’activité genitale sont trés élevés, 18 mg/j,
mais justifiés par les pertes menstruelles. Ces
18 mg journaliers sont absorbés par seule-
ment 11% de I'échantillon féminin. Pour les
femmes, il parait impossible en gardant le
méme type d'alimentation sans supplémenta-
tion d’atteindre ces objectifs. Chez les femimes
frangaises en dge de procréer, les réserves en
fer sont nulles dans environ 15% des cas et
incomplétes dans 75% des cas [60, 76].

Les diagrammes de la figure 4 sont, pour
les vitamines By, B, C et les folates, peu diffeé-
rents selon le sexe. En effet, aux vitamines B,
et By dont les apports sont moins élevés chez
les femmes, correspondent des AC plus faibles.
Aunx folates et a la vitamine C dont les apports
sont peu différents entre hommes et fermmes,
correspondent des AC identiques.

Obeéses (tab. IX-X11)

Chez les hommes, les apports moyens en
micronutriments, excepté pour les vitamines
C et D, sont significativement plus élevés dans
le groupe OM ; que dans le groupe CM. Ceci
était prévisible au vu des apports importants
en macronutriments et énergie. Dans le
groupe OM,, seuls les apports moyens en fer
sont plus élevés et les femmes du groupe OF;
absorbent plus de vitamine B et de folates que
le groupe CF. La part du rétinol dans 'apport
global en vitamine A n'est pas différente entre
obeses et témoins pour les deux sexes.

Comparativement aux apports conseillés
et aux deux limites fixées (50 et 80% des AC),
seul OM, a des apports significativement
mieux adaptés aux recommandations, la ré-
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However, the nutritional density in vita-
mins By, By, A, C, D and E was lower in
drinkers, especially in group AM,; the vita-
min density of the alcoholic drinks was less
than that of the rest of the diet.

Absolute folate and iron intakes were high
in groups AM, and AM,. There was no dilu-
tion effect since the nutritional density of
these two micronutrients in the alcoholic en-
ergy intake was comparable to that in the
nonalcoholic energy intake.

In women, the same trend was observed
as in men but few variations were found to be
significant, the number of women in groups
AF,| and AF, being too small and the alcohol
intake lower.

In short, the drinkers in our study, who
were in good health, but ingest excessive
amounts of alcohol, did not show lower mi-
cronutrient intakes than the controls. A study
on the status of micronutrient intakes in a
sample of drinkers prior to medical treat-
ment [79], reached the same conclusion.

partition des apports des trois autres groupes
selon ces limites est identique a celles de
témoins correspondants.

St l'on considere les comportements ali-
mentaires par intermédiaire des densités nu-
tritionnelles, 'alimentation des obéses est, se-
lon les groupes, plus concentrée en vitamine
By, B, A, folates et fer pour les hommes et les
femmes et en vitamine E pour les femmes. Ce
phénomene ne provient pas des différences de
consommation alcoolique entre les groupes.
En effet, les apports alcooliques sont compa-
rables entre CF, OF; et OF,, ceux de CM et
OM, sont plus élevés que ceux de OM,, mais
ont peu deffet de dilution sur les densiiés
nutritionnelles.

Il serait intéressant de rechercher quels
sont les aliments responsables de ce compor-
tement différent. Plusieurs ont été mis en
cause dans la littérature: ‘
~ les fruits qui sont consommés en plus
grande quantité chez les obéses [19];
~ la viande dont la consommation est liée
lindice pondéral, par l'intermédiaire des lipi-
des d’origine animale [6],

— les lipides d’ajout et les sucres fournissant
beaucoup de «calories vides» et qui sont peu
consommeés par les obeses [8, 85, 141].

En conclusion, nos résultats sont en accord
avec les travaux internationaux 142, 167].
Les apports en vitamines et en fer des person-
nes obéses ne sont pas plus faibles que ceux
des personnes de poids normal, au contraire,
pour certains micronutriments, la densité nu-
tritionnelle de 'alimentation de ces personnes
est plus élevée.

Avec Péquilibre observé enire les aliments
consommeés, une diminution des apports éner-
gétiques conduit inévitablement a une ration
vitaminique trés inférieure aux apports
consetllés. Une étude conduite a partir de mo-
deéles de consommation alimentaire frangaise
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Deficient - Déficient [ Barderline - Marginal

Frequency - Fréquence, %

OFy OF; AFy AF2

: i
CM  OM, OM; AM, AM, CF

arrive aux mémes conclusions [111], confir-
mant les recherches effectuées dans d’autres

pays [31].

Buveurs (tab. 1X-X1I)

Chez les hommes, les apports moyens en
vitamine B, B, E, folates et fer sont significa-
tivement plus élevés pour AM; et AM . Ceci se
traduit par une meilleure adéquation de l'ali-
mentation aux apports recommandés. En ef-
fet, comparativement a CM, le groupe AM,
comporte proportionnellement moins de per-
sonnes (19%) ayant des apports marginaux et
bas (< 80% AC) en vitamine B Il en est de
méme pour AM>: la fréquence des apports
marginaux et bas est, pour la vitamine By
40% et pour les folates: 87% (test de y°; p <
0,05). Cette différence au niveau des apports
en vitamine B, folates et fer doit provenir
essentiellement des micronutriments contenus
dans les boissons alcoolisées. Par exemple, les
taux en vitamine B-, folates et fer donnés par
les tables alimentaires utilisées, sont respecti-
vement pour la biere: 0,2-0,6 mg/l; 40-88 ug/!
et 0,1-0,5 mg/l et pour le vin: 0,1-0,2 mg/l;
1-2 pg/let 5,8-12,1 mg/l. Ces apports suppleé-
mentaires ne sont pas négligeables lorsque la
quantité de vin ou de biere consommée se
compte en litres.

Les densités nutritionnelles en vitamines
B, B>, A, C, D, E sont, par contre, plus faibles
chez les buveurs, surtout ceux du groupe AM 5
la densité des boissons alcoolisées en ces vita-
mines étant inférieure a celle de 'autre partie
de la ration alimentaire.

Fig. 5. Biochemical status of vitamin B, accord-
ing to the interpretative guidelines. a Transketolase.
b TPP effect.

Fig. 5. Statut biochimique en vitamine B, en fonc-
tion des limites interprétatives. a Transcétolase. b Effet
DPT.



Results — Discussion - Résultats — Discussion

Biological Data
Vitamins (tables X1V, XV, curves 23-32)

Vitamin B;

Controls. Transketolase activity was gen-
erally higher in men than in women whether
expressed in U/1 of red blood cells or in U/g
of hemoglobin. Since the same interpretative
criteria were used for both sexes, the border-
line status occurred more frequently in
women than in men (fig. 5). Distinct criteria
should probably be used for each sex.

The mean TPP effect was identical in both
sexes and differed little from values reported
in the literature [93, 172]. TPP values higher
than 30% (deficiency status) were found
more often in women than in men, but the
difference was not significant (fig. 5).

The interpretative standards used here
characterize the method chosen and are
slightly different from those generally used
[149, 183]. Brin [25] considers intakes above
25% as deficient and intakes between 15 and
25% as borderline. A markedly different pic-
ture would appear if these criteria were ap-
plied to interpret our results (table X VI).

When comparing our data to the Heidel-
berg survey [6], the frequency of results indic-
ative of a deficient or marginal status is sim-
ilar in both studies when Delacoux’s [48] cri-
teria are used but the frequency differs when
the Brin’s [25] limits are used.

Using Brin’s [25] standards the biochemi-
cal status of vitamin B; was found to be defi-
cient in Basel [72] in 1.6% of men and 0.5%
of women and marginal in 19% of men and
22.3% of women. In another sample of 1,152
adults in good health from the same area, 2%
of the subjects had a deficient status (high
risk) and 18% had a marginal deficiency
(moderate risk) [72].

Les apports absolus en folates et en fer
étant importants dans les groupes AM, et
AM,, Papport énergétique alcoolique n'a pas
d’effet de dilution sur la densité nutritionnelle
en fer et en folates.

Chez les femmes, on observe la méme ten-
dance que chez les hommes mais peu de
variations sont significatives du fait de l'effec-
tif trop faible de AF; et AF; et de la consom-
mation alcoolique moindre.

En résumé, les apports en micronutriments
chez les buveurs de notre échantillon qui, rap-
pelons le, sont des personnes en bonne santé
apparente mais ayant une consommation al-
coolique considérée comme excessive, ne sont
pas plus faibles que chez les témoins. Les
mémes conclusions découlent d'une enquéie
sur un échantillon de buveurs avant traite-
ment [79].

Examens biologiques sanguins
Vitamines (fab. XIV, XV; courbes 23-32)

Vitamine B,

Témoins. L’activité transcétolasique est
plus élevée en moyenne chez les hommes que
chez les femmes, qu’elle soit exprimée en U/l
d’érythrocytes ou en U/g d’hémoglobine. Les
mémes critéres interprétatifs ayant é1é retenus
pour les deux sexes, le statut marginal est
retrouvé plus fréquemment chez les femmes
que chez les hommes (fig. 5). Des criteres in-
terprétatifs différents selon le sexe meérite-
raient probablement d’étre définis.

L'effet DPT moyen identique pour les hom-
mes et les femmes est peu différent des valeurs
de la littérature [93, 172]. La prévalence des
résultats supérieurs a 30% (statut déficient) est
plus grande chez les femmes. Cette différence
n'est pas significative (fig. 3).



Tableau XIV. Taux des vitainines sanguines chez les hommes (moyenne +

écart-type)

M oM, oM, AM, AM

Vitamine B,
Transcétolase, U/l 172+ 30°°° 162+ 28 149+ 22% 171+ 33 165+ 36
Effet DPT, % 13+7 4+7 11x7 13210 13+10
Vitamine B,
Activation de la glutathion-
réductase, a-EGR 0,97x0.04°°°  0,99+0,05* 0,96+ 0,03 0,99+ 0,05%%*% 0,99+ 0,05%**
Folates
Plasmatiques, ug/l 6.8+29 59x21 7,1+£28 7.7+ 3,4% 7,0+3.2
Ervthrocytaires, ug/l 299+ 96 269+92 408 £ 177%** 358 [47*%*  293x ]34
Totaux, ug/! [42x45°°  [28%36 202+ 98%%  [67x67%%F  ]42+64
Vitamine A
Rétinol, g/l 606+ 115°°° 64581 587+95 7324 [54%%* 7394 ] 79%#%
B-Caroténe, ug/l 463 £ 29]1°° 402+ 259 262 +86% 310+ 180%** 228+ 164 %%+
Vitamine E
Tocophérols totaux, mg/l 10,0+ 22 11.9x2,8%%*  []3+27 1172 7%%% 12,1+ 3, 2%+
Vitamine D
25-OH-Db, ug/l 14.7+8,0 - - 16,1 =6.9 145277

*p < 0,05 % p < 0,01; ***p < 0,001 {différences avec CM; test t).

°p < 0,05, °°p < 0,01 °°p < 0,001 (différences entre CM et CF; test t; CF, voir tab. XV).
a U/l d’érythrocytes.
b CM:n =38 AM ) n = 44; AM ) n = 46.

Tableau XV. Taux des vitamines sanguines chez les femmes (movenne * éecari-iype)

CF OF, OF, AF, AF

Vitamine B,
Transcétolase, Us12 160+ 36°°° 155+ 31 145+ 30* 155+ 30 168+ 32
Effet DPT, % 138 4=1] 15+8 19 14% 1211
Vitamine B>
Activation de la glutathion-
réductase, a-EGR 0,99+0,05°°  0,98+0.04 0,98 +0,07 0,99+0,04 1.02+0.05*
Folates
Plasmatiques, pg/l 6,8+3,1 6,9+3.2 7,4+39 8,6x3.1 6,126
Ervthrocytaires, ugsl 282+ 100 299+ 101 341 £ 130%* 281+110 230x77*
Totaux, pg/l 119+42°% 134 +40* 152 59%%x 119+ 46 104+ 36
Vitamine A
Rétinol, ug/! 456 + 90°°° SI0+ 128%** 516+ 104%*%* 460+ 15] 672 & ]59*%*
B-Caroténe, ug/l 566+ 293°° 459+ 286** 316+ 149%** 529+ 284 276+ [ 24%**
Vitamine E
Tocophérols totaux, mg/! 9.8x20 10,6 £ 2,3%* 10324 10.8%5,1 9.6+12
Vitamine D
25-OH-D*b, g/l 157479 - - 16,0+ 3.1 16.7+6,1

*p << 0,05 **p < 0,01, ¥**p < 0,001 (différences avec CF; test t).

°p < 0,05 °°p < 0,01;°°p < 0,001 (différences entre CF et CM; test 1; CM, voir tab. XTV7.

a Usd dérvthrocytes.
b CFn=36 AF;:n=3 AFy;n=2_8




Table X1V, Blood vitamin levels in men (means = SD)

M oM, OM- AM, AM,
Vitamin B,
Transketolase, U/1a 172+ 30°°° 162+28 149 +22% 171x33 16536
TPP effect. % 13+7 14+7 11+7 13+10 13+10
Vitamin B>
Activation of glutathion
reductase, a-EGR 0.97+0.04°°° 0.99+0.05* 0.96+0.03 0.99 £0.05***  0.99 £0.05%**
Folates
Plasma. pg/l 6.8+2.9 5.9x2.1 7.1+£2.8 7.7+3.4% 7.0+3.2
Erythrocytes. pg/l 299+96 269+92 408 £ 177%** 358+ 147¥* 293+ 134
Total. pg/l 142 x:45°°° 128+36 202 + 98*** 167 £ 67+ 142+ 64
Vitamin A
Retinol, pg/l 606 115°°° 645+ 81 587+95 7322 154%*% 73G9+ | 79¥**
3-Carotene. pg/l 463+29]°° 402 + 259 262 £ 86% 310 £ 180*** 228+ | 64***
Pitamin E )
Total tocopherol, mg/t 10.0x2.2 1.9228%*  11.3x2.7 117 £2.7%% 2] =3.0%%
Vitamin D
25-OH-Db, pg/l 14.7 8.0 - - 16.1+6.9 14.5=7.7

*p < 0.05: % p < 0.01; **p < 0.001 (differences vs. CM: t test).
°p < 0.05:°°p < 0.01; °*°p < 0.001 (differences between CM and CF; t test: CF values, see table XV).

3 U/l erythrocytes.

b CM:n =38 AM;: n = 44; AM; n = 46.

Table XV, Blood vitamin levels in women (means + SD)

CF OF, OF- AF, AF-
I'itamin B,
Transketolase, U/]2 160 £36°°° 155+31 145+ 30* 155+30 168+32
TPP effect. % 13x8 1411 15+8 19+ | 4% 12+ 1]
Vitamin B>
Activation of glutathion
reductase. «-EGR 0.99+0.05°° 0.98+0.04 0.98 £0.07 0.99 +0.04 1.02+0.05*
Folates
Plasma. ug’l 6.8+3.1 6.9=x32 7.4+39 8.6+3.1 6.1=2.6
Ervthrocytes. pg/l 282+100 299+ 101 341 = 130** 281110 230=77%*
Total, pg/l 119x£42°°° 134 +40%* 152+ S9**=* 119+46 104 + 36
Vitamin 4
Retinol, ug/l 456 +90°°° 510+ [28%* 516+ 104%%* 460+ (51 672+ [ 59%**
B-Carotene. pg/l 566+293°° 459 £286%* 316 149%*¥*  529+284 276+ 124
Vitamin E
Total tocopheroi, mg/l 9.8+£2.0 10.6 £2.3%* 10.3+£24 10.8 5.1 9.6+1.2
Vitamin D
25-OH-Db, pg/l 157+7.9 - - 16.0+3.1 16.7+6.1

*p < 0.05, **p < 0.01; **p < 0.00! (differences vs. CF; t test).
°p < 0.05:°°p < 0.01; **°p < 0.001 (differences between CF and CM: ttest; CM values. see table X1V).

3 U/l erythrocytes.

b CFn=36AF;:n=35 AFn=8.
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Obese Subjects. Red blood cell transketo-
lase activity was lower in the obese subjects
than 1n the controls of both sexes; the differ-
ence was significant only for those in the
OM,; and OF; groups. Also observed via this
parameter for vitamin B, assessment, the fre-
quencies of deficient and borderline statuses
were relatively higher in groups OM;, OM,
and OF,; the differences were not significant,
however (fig. 5). The TPP effect revealed the
same trend in women, i.e. the frequencies of
deficient -and marginal statuses were rela-
tively larger in OF, and in OF,. Group OF,
had a particularly high number of deficient
statuses (9.2%). Group OM, had a less satis-
factory status than group CM (fig. 5).

The biochemical status of vitamin B, in
obese subjects thus was not as good as that in
the controls; transketolase activity was lower
in the obese subjects but no other pathology
was found. Although these results for trans-
ketolase activity probably have not been re-
ported before, this parameter would be less

Les normes interprétatives retenues ici sont
caractéristiques de la méthode utilisée; elles
different un peu de celles qui sont habituelle-
ment employées pour les méthodes décrites
dans la littérature internationale [149, 183].
Les limites conseillées par Brin [25] consideé-
rent comme caractéristiques d’un statut défi-
clent et marginal, respectivement des valeurs
supérieures a 25% et des valeurs comprises
entre 15 et 25%. Avec de telles limites, nos
résultats auraient une interprétation sensible-
ment différente (tab. XVI).

Comparativement aux donrées de len-
quéte de Heidelberg [6] on constate que la fré-
quence des résultats caractéristiques d'un sta-
tut déficient ou marginal est assez voisine
dans les deux études lorsque l'on utilise les
limites interprétatives recommandées par De-
lacoux [48] alors qu’elle est différenie si l'on
utilise les normes de Brin [25].

A Bdle [72] avec les limites définies par
Brin /25], le statut biochimique B, est déficient
chez 1,6 % des hommes et 0,5 % des femines; il

Table XVI. Biochemical vitamin B, status in France (ESVITAF, control group) and in the FRG [6] according

to the interpretative guidelines used (%)

Status France (ESVITAF) FRG (Heidelberg)

deficient borderline  normal deficient borderline  normal
Men
According to Delacoux 0.8 19.4 79.8 1.9 10.7 87.4
According to Brin 4.3 36.5 59.2 5.7 24.0 70.3
Women
According to Delacoux 6.2 14.0 79.8 3.4 13.1 83.5
According to Brin 10.3 28.7 61.0 6.9 25.4 67.7

Delacoux [47, 48): deficient: > 30%; borderline: 30-20%: normal: < 20%.
Brin [25]): deficient: > 25%; borderline: 25~15%; normal: << 15%.
The underlined values correspond 1o the recommended criteria for the method used.
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accurate [93, 153] than the TPP effect for
detecting vitamin B; deficiency.

Drinkers. Chronic alcoholism usually af-
fects transketolase activity, causing a de-
crease in the amount of available apoenzyme
[58] and an increase in the activation coefhi-
cient [72]. In these cases, alcoholics exhibited
serious clinical and/or biclogical disorders
[59, 90, 133, 146]. Transketolase activity of
alcoholics with hepatic or neurological com-
plications is lower than that of subjects in
good health. Transketolase activity can be
improved by injections of vitamin B, but
cannot be increased to the level of controls
[109].

On the other hand, the biochemical status
of drinkers without any obvious alcoholic
disorders 1is not well known. Wood et al.
[184] have shown that 60 g/day of alcohol for
2-3 months had no detectable effect on vita-
min B, status. With the methods used, we
could find no significant change in mean
transketolase activity or TPP effect in groups

est marginal chez 19% des hommes et 22,3%
des femmes. Dans un autre échantillon de
cette méme région (1152 adultes en bonne
santé) respectivement 2 et 18% des sujets
avaient un statut déficient (haut risque) et
marginal (risque modéré) [72].

Obéses. L'activité de la transcétolase éry-
throcytaire est plus buasse dans les groupes
d’obéses par rapport aux témoins et ce pour
les deux sexes. La différence n'est significative
que pour les obéses des groupes OM ; et OF 5.
Par cette méme méthode, on note que la fré-
quence du statut deéficient et marginal aug-
mente dans les groupes d'obéses OM,, OM,,
OF5, bien que les différences ne soient pas
significatives (fig. 5). La méme tendance ap-
parait chez les femmes a la mesure de ['effet
DPT qui augmente pour OF et OF, (NS). Le
groupe OF; comporte un nombre particuliére-
ment élevé de résultats caractéristiques d’un
statut déficient (9,2%). Le nombre de dosages
considérés comme normaux diminue chez les
femmes lorsque ['indice pondéral augmente;

Tableau XVI. Statut biochimique en vitamine B, (effet DPT) en France (ESVITAF, groupe témoin) et en RFA

[6] selon les limites interprétatives employées (%)

Statut France (ESVITAF) FRG (Heidelbergj
déficient marginal normal déficient marginal normal

Hommes

Selon Delacoux 0.8 194 79,8 19 10,7 87.4
Selon Brin 4,3 36,5 592 5.7 24,0 70,3
Femmes

Selon Delacoux 6.2 14,0 79,8 34 13,1 83,5
Selon Brin 10,3 28,7 61,0 6.9 254 67.7

Delacoux /47, 48]: déficient: > 30%; marginal: 30-20%, normal: < 20%.
Brin [25]: déficient: > 25 %, marginal: 25-15%; normal: < 15%.
Les valeurs soulignées sont celles qui correspondent aux résultats observés avec les critéres recommandés pour

la méthode de dosage.
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AM,, AM, and AF,. Since our sample of
drinkers did not present any hepatic damage,
there is no contradiction with data in the lit-
erature. In spite of its small size, group AF,
seemed to present a problem as to measure-
ment of the TPP effect: the frequency of mar-
ginal and deficient statuses was higher. The
mean TPP effect was significantly higher in
this group than in the controls although there
were no borderline or deficient values for
transketolase itself (fig. 5). With either pa-
rameter of assessment used, the biochemical
status of vitamin B, was less favorable in
male drinkers where the prevalence of bor-
derline and deficient statuses was higher than
in group CM.

In a previous study [102] on a group of
307 sick, hospitalized drinkers in France, de-
ficiency prevalence ranged between 30 and
39%. In 87 cases of patients with alcoholic
cirrhosis it reached 47%. Such a prevalence
was also found in many studies listed in a
general review [22]. The assay of plasma TPP
would be more sensitive than the tests used,
i.e. circulating vitamin B, would be modified
earlier [173].

Vitamin B

The mean activation coefficient of eryth-
rocyte glutathion reductase (0-EGR) indi-
cated a satisfactory vitamin B. biochemical
status in the controls; we found no case of
deficient or borderline status for this vitamin
in the controls. The coefficient was slightly
higher in women but still satisfactory.

A single result indicating deficiency was
obtained in group OF,. Two cases of border-
line deficiency occurred in group AM,. The
vitamin B> status of our samples was thus
particularly satisfactory.

In countries with high intake of dairy
products, the prevalence of deficient or bor-

le groupe OM | a un statut moins satisfaisant
que CM (fig. 5).

Le statut biochimique B, des groupes
d’obeses parait donc moins bon que celui des
témoins, on note une diminution d’activité de
la transcétolase dans ces groupes sans autre
pathologie décelable, ce qui, a notre connais-
sance, n'a pas été signalé jusqu'ici. Cette re-
marque doit étre pondérée par le fait que cet
examen serail moins performant [93, 153] que
lactivation de la transcétolase pour détecter
des déficiences en vitamine B,

Buveurs. L’alcoolisme chronique affecte
en principe lactivité de la transcétolase: dimi-
nution de la quantité d ‘apoenzyme disponible
[38] et augmentation du coefficient d’activa-
tion [72]. Dans les cas ou cette constatation a
été faite, il s'agissait d'alcooliques présentant
d’importantes perturbations cliniques et/ou
biologiques [59, 90, 133, 146]. L’activité enzy-
matique de la transcétolase, dans ce cas (al-
coolisme avec complications hépatiques ou
neurologiques) est plus basse que celle des
sujets en bonne santé. Un traitement par la
vitamine B, injectable augmente l'activité de
l'enzyme mais ne la resiaure pas au niveau de
celle des témoins [109].

Par contre, le statut biochimique des sujets
consommateurs d’alcool, sans affection d’ori-
gine alcoolique décelable, est peu connu.
Wood et al. [184] ont moniré que 60 g journa-
liers d'alcool pendant 2--3 mois n’avaient pas
d’effet détectable sur le statur en vitamine B,
Avec les méthodes d’évaluation employées,
nous n'avons pas objectivé dans les groupes
AM ), AM ; et AF, de modification significative
de l'activité moyenne de la transcétolase ni de
l'effet DPT. Nos buveurs n'ayant pas d’at-
teinte clinique manifeste, il n'v a pas la de
contradiction avec les données de la littératu-
re. Le groupe AF,, bien que d'effectif réduit,
semble poser un probléeme sur la mesure de
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derline intakes is low (about 1% in a healthy
population) {72]. In Switzerland it is 1-4%,
depending on the population studied [28]. In
women of the Heidelberg investigation [6] it
was about 1.5%. The status of men was less
favorable; 12.8% had borderline or deficient
statuses. According to data in the literature,
the status of vitamin B, in alcoholics is gen-
erally not as good as that in the controls [72].
In a population of sick people hospitalized in
France, deficiency occurred in 11% [103].
When alcoholic patients were considered,
this prevalence rose to 25% {71, 98].

Folates

Controls. The mean plasma and red blood
cell levels of folate did not vary between the
sexes. However, total folate in men was high-
er; this finding obviously is related to the dif-
ference in hematocrit between men and
women. Thus, interpretative guidelines for
total folate should be distinct for each sex.
With the existing interpretative guidelines,
the three methods used for evaluating the
folate status gave fairly different results
(fig. 6).

There was a close relation between red
blood cell and total folate. The standards
used for plasma folate were more strict than
those used for the other two examinations,
even if they were lower than the ones usually
employed (deficient status <3 pg/l; border-
line status: 3-5.9 pg/1) [148].

We did not find the same large difference
in the mean level of plasma folate in our male
and female controls as in the Heidelberg
study [6], in which folates were assessed by
radicimmunoassay (men: 7.1 = 7.1 pg/l;
women: 3.1 + 3.5 pg/1). Nor were our results
as widely dispersed. The samples of the two
studies were quite comparable as to plasma
folate in men. However, women in the Hei-

leffet DPT, la fréquence des résultats margi-
naux et déficients est élevée. L'effet DPT
moyen est significativement plus élevé dans ce
groupe que dans CF (fig. 5). Quelle que soit la
méthode d’évaiuation utilisée, le statut biochi-
mique B, est moins fuvorable dans les groupes
de buveurs hommes ou la prévalence des dosa-
ges déficients est plus grande que dans le
groupe CM.

En France, dans un groupe de 307 buveurs
malades hospitalisés précédemment étudiés
[102], la prévalence de la déficience oscillait
entre 30 et 39%. En cas de cirrhose alcoolique
(87 cas), elle atteignait 47 % des cas. De telles
valeurs ont été retrouvées dans de nombreux
travaux repertoriés dans une revue générale
[22]. Le dosage de la DPT plasmatique devrait
étre plus sensible que les tests utilisés ici. En
effet, laltération de la vitamine B circulante
serait plus précoce [173].

Vitamine B,

Le coefficient d'activation de la glutathion-
réductase érythrocytaire (a-EGR) moven in-
dique un statut biochimique B tout & fait cor-
rect chez les témoins. Il est légerement supé-
rieur chez les femmes mais reste éloigné des
valeurs pathologiques et nous n'avons trouvé
aucun cas de statut déficient ou marginal pour
la vitamine B; chez les témoins.

Un seul résultat caractéristique d'une défi-
cience a été trouvé dans le groupe OF . Deux
cas de dosages marginaux ont été objectivés
dans le groupe AM, Le statut B> de nos
échantillons est donc particulierement satis-
Jaisant.

Dans les pays ou la consommation de lai-
tages est importante, la prévalence des dosa-
ges déficients ou marginaux est tres faible (1%
environ dans la population en bonne santé)
[72]. En Suisse, elle est de 14 % selon la popu-
lation érudiée [28]. Dans l'enquéte de Heidel-
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berg [6] chez les femmes, elle est de l'ordre de
1,5%. Chez les hommes, le statut parait moins
Javorable: 12,8% de dosages déficients ou
marginaux. D’apres les données de la littéra-
ture, le statut B> des alcooliques est générale-
ment moins bon que celui des témoins [72].
Dans une population de malades hospitalisés
en France, une déficience est retrouvée dans
11% des cas [103]. S’il s'agit de malades
alcooliques, ceite prévalence peut atteindre
25% des cas [71, 98].

Folates

Témoins. Les taux movens de folates plas-
matiques et érythrocytaires ne sont pas diffé-
rents selon le sexe. Chez les hommes, par
contre, les folates totaux sont plus élevés, cecl
est evidemment lié aux hématocrites diffé-
rents entre hommes et femmes. 1l convien-
drait donc d’établir des normes distinctes pour
les deux sexes.

Ces trois méthodes d’évaluation du statui
des folates donnent, avec les normes interpré-
tatives retenues, des résultats relativement dif-
férents (fig. 6).

Une relation étroite entre les folates éry-
throcytaires et les folates totaux est notée.
Chez les hommes, les normes retenues pour
les folates plasmatiques sont plus sévéres que
celles utilisées pour les deux autres examens,
méme si elles sont moins élevées que celles que
l'on emploie habituellement (statut déficient:
< 3 ug/l, statut marginalk 3-5,9 pg/l) [148].

Fig. 6. Biochemical status of folate according 1o
the interpretative guidelines. 2 test; **p < 0.01 (dif-
ference vs. CM); °p < 0.05, *°p < 0.01 (difference vs.
CF). a Plasma folates. b Red blood cell folates. ¢ Total
folates.

Fig. 6. Statut biochimique en folates en fonction des
limites interprétatives. Test de y2: **p < 0,01 (différen-
ces avec CM),; °p < 0.05, Pp < 0,01 (différences avec
CF). a Folates plasmatiques. b Folates érvihrocviaires.
¢ Folates totaux.
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delberg study had mean plasma folate levels
twofold lower than those in our study; the
mean levels were never as high as those in
our control group. In Heidelberg, 15.9% of
men and 54.6% of women had values lower
than or equal to the ‘normal low value’ of the
method used.

In the investigation entitled ‘Nutrition
Canada’, the prevalence of deficient values
was about 18% for women and 12% for men
(20-39 years of age). Borderline and deficient
intakes were observed in about 65% of cases
in both sexes [117].

We are only commenting on the results
of these two studies; it is difficult to com-
pare the results because of the differing as-
say methods, criteria and population sam-
ples used. Folate deficiency is the most fre-
quent vitamin deficiency in developed
countries [66, 74a, 88, 99]. Many studies
have emphasized the role folate may play in
women of childbearing age and during preg-
nancy [75, 151, 152, 163, 186]. The preva-
lence of megaloblastic anemia or medullary
megaloblastosis is estimated at 5-25% in
women in developed countries [57]; these
abnormalities are mostly attributed to folate
deficiency.

Obese Subjects. The mean plasma folate
levels did not differ significantly between
controls and obese subjects. The mean levels
of red blood cell and total folates was higher
in groups OM; and OF; and that of total
folate was higher in group OF, than in the
controls. On the whole, the status of folate
in very obese subjects was better than that in
the controls (fig. 6). This relationship be-
tween weight and folate did not appear in
the plasma levels of the Heidelberg study
[6].

Drinkers. The plasma folate status of
drinkers was not significantly worse than that

Nous ne retrouvons pas, au niveau des fola-
tes plasmatiques, chez nos sujets sélectionnés
comme témoins, la grande différence de taux
moyens mise en évidence a Heidelberg [6] par
dosage radioimmunologique, entre les hom-
mes et les femmes (hommes: 7,171 ug/l,
femmes: 3,1+ 3,5 ug/l). La dispersion de nos
résultats est également beaucoup moins im-
portante. Les échantillons étudies sont tres
comparables sur le plan des folates plasmati-
ques pour les homumes. Par contre, chez les
Jemmes, ceux-ci sont deux fois plus faibles
que dans notre enquéte; les taux moyens ne
sont jamais aussi hauts que dans notre groupe
sélectionné comme témoin. A Heidelberg,
15,9% des hommes et 54,6 % des femmes ont
des dosages inférieurs ou égaux a la «valeur
normale basse» de la méthode employée.

Dans lenquéte «Nutrition Canaday, la
prévalence des dosages déficients était de 18 %
environ chez les femmes et de 12% environ
chez les hommes (20-39 ans). Les dosages
marginaux et déficients étaient observés dans
environ 65% des cas des deux sexes [117].

Volontairement, nous ne commenterons
que les résultats de ces deux enquétes, en effet,
les disparités entre les méthodes de dosage, les
limites interprétatives, les échantillons de po-
pulation utilisés dans les études de ce type
empéchent souvent toute comparaison. La dé-
ficience en folates est la plus fréquente des
déficlences vitaminiques dans les pays déve-
loppés [66, 74a, 88, 99]. De trés nombreux tra-
vaux ont attiré lattention sur le réle qu'elle
pouvait avoir chez les femmes en dge de pro-
créer et les femmes enceintes [75, 151, 152,
163, 186) et, dans les pays développés, la pré-
valence de l'anémie mégaloblastique ou de la
mégaloblastose médullaire est estimée a 5-
25% chez les femmes [57]. Ces anomalies ont
été pour la plus grande part attribuées a la
déficience en folates.
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of the controls: mean levels were identical if
not higher in drinkers (except for group AF»),
and there was no significant difference in the
frequencies of deficient or borderline levels
(fig. 6).

Total and mean red blood cell folates,
which were a little higher in group AM, than
in CM, were equal or slightly lower in the
other groups compared to the controls.

The prevalence of the deficient or border-
line status estimated by these methods was
- higher in all groups of drinkers than in the
controls; the difference was significant in
group AMa,

The risk of folate deficiency appears to be
higher in the presence of alcohol intakes re-
garded as being harmless by the French pop-
ulation. However, in the drinkers, the fre-
quency of elevated folate levels was higher
than in the control samples. For red blood
cell folate, for example, 20% of CM and
40% of AM, had levels higher than
400 pg/l.

The relationships between alcoholism and
folate metabolism have been thoroughly
studied [21]. Alcoholism is a condition in
which the incidence of folate deficiency is
particularly high [67]. The hematological dis-
orders are multifactorial in these cases and
partly related to this deficiency [7, 95]. How-
ever, little research has been done regarding
the effects of regular alcohol intake on sub-
jects who have no detectable disorder or are
not alcohol dependent. Acute alcohol intake
affects plasma folate differently according to
their folate stores [54].

Also, the type of alcoholic drink in-
fluences the plasma folate level. In France,
beer drinkers probably have a much better
folate status than wine drinkers because beer
contains relatively large quantities of folates
[34, 96, 185] and less alcohol.

‘Obéses. Les taux moyens des folates plas-
matiques ne sont pas différents entre témoins
et obéses. Par contre, les taux moyens des
Jolates érythrocytaires et totaux sont plus
élevés dans les groupes OM; et OF, et ceux
des folates totaux plus élevés pour OF,. Dans
l'ensemble, le statut en folates des grands
obéses est meilleur que celui des témoins
(fig. 6). Cette relation entre le poids et les
Jfolates n’apparait pas non plus a ['érude des
taux plasmatiques dans 'enquéte de Heidel-
berg [6].

Buveurs. Le statut en folates des buveurs
au regard des dosages plasmatiques ne parait
pas plus péjoratif que celui des témoins; taux
moyens au moins identiques sinon plus élevés
chez les buveurs (excepté pour AF>) aucune
différence significative au niveau des fréquen-
ces des résultats caractéristiques de statut défi-
cient ou marginal (fig. 6).

Les folates totaux et érythrocvtaires
moyens un peu plus élevés dans le groupe AM,
que dans le groupe CM, sont pour les autres
groupes, égaux ou discrétement inférieurs a
ceux des témoins.

Appréciée par ces méthodes, la prévalence
du statut déficient ou marginal est plus impor-
tante dans tous les groupes de buveurs; la dif-
Jérence est significative dans le groupe AM >,

Le risque de déficience en folates parait
donc augmenter pour des consonumnations al-
cooligues déclarées tout a fait banales dans la
population frangaise. 1l faut cependant souli-
gher que, dans les groupes de buveurs, la fré-
quence des taux de folates élevés est plus
grande que dans les échantillons témoins.
Pour les folates érythrocytaires par exemple,
20% du groupe CM et 40% du groupe AM,
ont des taux supérieurs a 400 ug/!.

Les rapports entre ["alcoolisation chroni-
que et le métabolisine des folates ont é1é trés
érudiés [21].
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Vitamin A

Controls. The mean level of retinol is
higher in men than in women. The opposite
is true of circulating B-carotene. The reti-
nol/B-carotene ratio is 1.31 in men to 0.81 in
women.

Few men have a borderline retinol status
compared to the limits used; as opposed to
30% of women (fig. 7). B-Carotene levels de-
pend highly on dietary B-carotene intake.
Levels should be considered only in cases
where retinol intake is low. In general, with
vitamin A levels of at least 400 ug/l. B-caro-
tene levels need not be considered. With
lower vitamin A levels, B-carotene levels of
less than 400 pg/1 are indicative of a deficient
vitamin A intake,

Obese Subjects. In groups OM,; and OM,,
the mean levels of circulating retinol did not
significantly differ from those of the con-
trols. No case of deficiency was found. How-
ever, in women the retinol level was higher
in groups OF, and OF, than in group CF.
Therefore, the frequency of borderline sta-
tuses was lower than that in the controls
(fig. 7).

Compared to CF subjects, mean B-caro-
tene concentration was significantly lower in
all obese subjects. Levels lower than 400 pg/l
were found more frequently in groups OM |,
OMz, OF[ and OFZ

Drinkers. The same phenomenon was
found in groups AM |, AM; and AF, as in the
obese groups, i.e. higher circulating retinol
and lower circulating B-carotene compared to
the controls (fig. 7).

Remarks. The intersex difference found in
plasma retinol level (higher in men than in
women) has already been reported [125,
177]. The same relative difference is true for
obese and controls [178] and drinkers and
controls [6, 30].

L'alcoolisme est une situation dans la-
quelle la déficience en folates est particuliére-
ment fréquente [67]. Les perturbations héma-
tologiquies rencontrées dans ce cas, sont multi-
Jactorielles et en partie lides a cette déficience
{7, 95]. On connait, par contre, assez mal les
effets d’'une absorption réguliére d’alcool chez
des sujets ne présentant ni affection décelable
ni alcoolodépendance. L'absorption aigué
d'alcool a sur les folates plasmatiques des
effets différents selon Uimportance des réserves
en celte vitamine [54].

Le type de boisson alcoolique absorbée a
une influence sur le taux des folates plasmati-
ques. Les buveurs de biére ont, probablement
du fait de la présence de quantités relative-
ment importantes de folates dans cette bois-
son, un statut bien meilleur que celui des
consommateurs de vin ou d'alcools [34, 96,
185] mais ils absorbent également générale-
ment moins d'alcool.

Vitamine A

Témoins. Le taux moyen de rétinol est
plus élevé chez les hommes que chez les fem-
mes. Par contre, on observe le contraire pour
le B-caroténe circulant. Le rapport rétinol/[3-
caroténe passe de 1,31 chez les hommes a 0,81
chez les femmes.

Peu d’hommes ont un statut marginal en
rétinol par rapport aux limites utilisées. Par
contre, 30% des femmes ont ce statut (fig. 7).
Le statut en B-caroténe est difficile a interpré-
ter. En effet, on ne peut définir ici de classe de
déficience proprement dite, la limite de
400 pg/l n'est utilisable que lorsque le statut
en rétinol est déficient.

Obeses. Chez les hommes des groupes
OM, et OM>,, les taux moyens de rétinol
circulant ne sont pas différents de ceux des
témoins. Aucun cas de déficience n'a été mis
en évidence. Chez les femmes, par contre, la
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rétinolémie est plus élevée dans les groupes
OF; et OF; que dans le groupe CE. De ce fait,
la fréquence des statuts marginaux est plus
basse que chez les témoins (fig. 7).

La concentration moyenne en f-caroténe
est, par contre, significativement plus basse che:
les obeses (hommes et femmes). Des taux infé-
rieurs a 400 ug/l sont retrouvés plus fréquem-
ment dans les groupes OM,;, OM,, OF; et OF .

Buveurs. Pour les groupes AM, AM; et
AF5 on retrouve le phénomeéne observé sur les
groupes d’obeéses, ¢’est-a-dire une augmenta-
tion du rétinol et une diminution du B-caro-
tene circulants (fig. 7).

Remarques. La différence inter-sexe ob-
servée au niveau du rétinol plasmatique, tavx
plus élevé chez les hommes que chez les fem-
mes, a déja été signalée [125, 177]. Il en est de
méme pour celles notées entre obéses et té-
moins [178] et buveurs et témoins (6, 30].

Ces phénomenes peuvent étre expliqués en
partie par la différence de concentration des
triglycérides et du cholestérol circulants entre
hommes et femmes [156, 137], entre obéses et
témoins [101, 156, 157] et entre buveurs et
témoins [11, 145, 156]. En effet, le niveau du
rétinol plasmatique est corrélé significative-
ment a celui du cholestérol [6, 82, 150] et a celui
des triglycérides [6, 177]. L'équilibre entre le
rétinol et la provitamine circulants ne peut étre
expliqué par le seul taux des lipides sanguins;
en effet, comme la rétinolémie, le taux du S-
caroténe est corrélé a celui du cholestérol total,

Fig. 7. Biochemical status of vitamin A according
to the interpretative guidelines. ¥” test; *p < 0.05, #*p
< 0.01. **p < 0.001 (difference vs, CMJ; °p < 0.03.
°°p < 0.01, °°°p < 0.001 (difference vs. CF). a Reu-
nol. b B-Carotene.

Fig. 8. Biochemical status of vitamins E (a) and D
(b) according 1o the interpretative guidelines.

Fig. 7. Stanut biochimique en vitamine 4 en fone-
tion des limites interprétatives. Test de y=: *p < 0,03,
*p < 0,01, ***p < 0.001 (différences avee CM): "p <
0.05, °°p < 0,01, **°p < 0.001 rdifférences avec CF).
a Rétinol. b B-Caroténe.

Fig. 8. Starut biochimigue en vitamines E ia) et D
(b) en fonction des linmires interprétatives.
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These observations can be partly ex-
plained by the difference in circulating tri-
glyceride and cholesterol concentrations be-
tween men and women [156, 157], between
obese subjects and controls [101, 156, 157]
and between drinkers and controls [11, 145,
156]. Plasma retinol level is significantly cor-
related with cholesterol [6, 82, 150] and tri-
glyceride [6, 177] levels. The circulating reti-
nol-provitamin balance cannot be explained
solely by the blood lipid level; as with blood
retinol, the B-carotene level is correlated to
total cholesterol or HDL-cholesterol [177] or
LDL-cholesterol [150, 177]. Other factors,
such as the state of the liver, also play a role.
If the subject has liver cirrhosis, the circulat-
ing retinol level is usually lower than in con-
trols [26, 108, 174], while generally high lev-
els of circulating B-carotene are reported in
chronic alcoholics with or without cirrhosis
[68, 119, 174]. These data, which seem to
contradict ours, were mostly obtained from
alcoholic patients. Some authors consider
that the level of circulating B-carotene is re-
lated to food intake and even is a criterion
that validates the dietary investigation [177].
We showed this relationship in whole sample
studied in both men and women.

Vitamin E

In the controls, circulating vitamin E lev-
els were the same in men and women and
there were very few borderline or deficient
results (< 2%) (fig. 8).

The biochemical status of tocopherol in
the obese subjects was better than in the con-
trols. Mean blood tocopherol was higher in
obese men and women (significant in groups
OM, and OF)) and there was less borderline
or deficient intake. The same was true for
drinkers, except for group AF,.

ou du cholestérol lié au HDL [177], ou au LDL
[150, 177]. D'autres facteurs interviennent
dans cet équilibre, comme par exemple l'état
du foie. Ainsi lorsqu’existe une cirrhose hépati-
que, le taux de rétinol circulant est générale-
ment plus bas que celui des témoins [26, 108,
174], alors que dans 'ensemble des taux élevés
de B-caroténe circulant sont signalés chez des
alcooligues chroniques avec ou sans cirrhose
[68, 119, 174]. Ces constatations, qui semblent
en contradiction avec ce que nous avons obser-
vé, ont été faites sur des malades alcooliques
dans la plupart des cas. Pour certains auteurs,
le taux du B-caroténe circulant est lié¢ aux
apports alimentaires constituant méme un cri-
tére de validation de 'enquéte diétérique [177].
Nous avons enregistré une telle relation sur
l'ensemble de l'échantillon étudié tant chez les
hommes que chez les femmes.

Vitamine E

Dans le groupe témoin, les taux circulants
de vitamine E ne sont pas différents entre
hommes et femmes et la fréquence des dosa-
ges déficients et marginaux est tres faible
(< 2%) (fig. 8).

Le statut biochimique en tocophérols des
sujets de poids excessif parait meilleur que
celui des témoins. En effet, chez les hommes
comme chez les femmes, la tocophérolémie
moyenne est plus élevée chez les obéses (signi-
ficativement pour OM ; et OF ) et la fréquence
des dosages marginaux et déficients est plus
faible. Chez les buveurs, on observe le méme
phénomeéne excepté pour le groupe AF,.

D’aprés une revue de la littérature [46], le
taux moyen plasmatique de la vitamine E est,
dans les pays développés, denviron 10,5 =+
3,2mg/l. Ce taux subit de nombreuses in-
Sfluences. Il augmente avec 'dge [104], il fluc-
tue en fonction de la teneur de l'alimentation
en lipides [100] et notamment en acides gras
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According to a review of the literature
{46], the mean plasma vitamin E level in
developed countries is 10.5 + 3.2 mg/l. This
level varies; it increases with age {104], and
fluctuates in relation to the dietary lipids
{100} and notably of polyunsaturated fatty
acids [182]. As in the case of vitamin A,
plasma tocopherol variations were related to
the concentration of circulating lipids (total,
B-lipoproteins, phospholipids, cholesterol
and triglycerides) [78, 100, 144, 177].

The fact that tocopherol is lipophilic thus
may partly account for the difference noted
between obese subjects or drinkers and the
controls. The plasma vitamin E/total lipid
ratio has sometimes been considered as a
more sensitive indicator of vitamin E status
than the vitamin assay alone [78].

Some authors observed low circulating
levels of vitamin E in alcoholics compared to
nonalcoholics, especially in those with he-
patic lesions. This difference is less evident in
the absence of a liver disease [62, 83). So it
was not surprising that no such difference
was observed in our study where drinkers
had no obvious hepatic disease.

Vitamin D

For logistic reasons, vitamin D (25-OH-D)
was only determined on a probability sample
of controls and drinkers. On the whole,
drinkers were not significantly different from
the controls. The frequency of the deficient or
borderline status was high in groups CM,
AM;, AM, and CF (fig. 8).

The overall sample showed a relationship
between 25-OH-D level and mean weekly
sunning; this classic relationship has been
often reported [50, 164]. It explains the sea-
sonal variations frequently observed in levels
of circulating vitamin D [170]. The correla-
tion coefficient between mean weekly sun-

polyinsaturés [182]. Comme dans le cas de la
vitamine A, les variations plasmatiques des
tocophérols sont liées a la concentration des
lipides circulants (lipides totaux, S-lipoprotéi-
nes, phospholipides, cholestérol et triglycéri-
des) [78, 100, 144, 177].

Le caractere lipophile de cette vitamine
peut donc expliquer en partie les différences
notées entre obéses ou buveurs et témoins. Le
rapport vitamine E plasmatique/lipides to-
taux a été parfois considéré comme indicateur
plus sensible du statut vitaminique E que le
dosage vitaminique seul [78].

Une diminution du taux circulant de vita-
mine E a é1é retrouvée par certains auteurs en
cas d’alcoolisme, surtout lorsqu’existent des
lésions  hépatiques. Cette diminution, que
nous n'avons pas retrouvee chez les buveurs
non malades, est plus modeste lorsqu'il n’y a
pas de pathologie hépatique associée [62, 83],
ce qui était le cas de l'échantillon sélectionné
pour cette étude.

Vitamine D

Pour des raisons logistiques, la détermina-
tion de la vitamine D (25-OH-D) n'a éié effec-
tuée que sur un sous-échantillon probabiliste
de témoins et de buveurs. En moyenne les
buveurs ne sont pas significativement diffé-
rents des témoins. Dans quatre groupes, CM,
AM,, AM 5 et CF la fréquence du statut défi-
cient ou marginal est élevée (fig. 8).

Pour ['échantillon global, il existe une liai-
son entre les taux de 25-OH-D et [’ensoleille-
ment moyen hebdomadaire, cette relation
classique est souvent notée [50, 164]. Elle ex-
plique les variations saisonnieres souvent no-
tées pour le taux de vitamine D circulant
[170]. Le coefficient de corrélation entre 'en-
soleillement moyen hebdomadaire et le taux
de 25-OH-D n’est significatif que pour les
hommes (r = 0,33, p < 0,001).
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ning and 25-OH-D level was significant only
in men (r = 0.33; p < 0.001).

For the same logistic reasons as above, we
did not examine the vitamin D status of
obese subjects. A negative correlation be-
tween weight and this status was reported in
the Heidelberg study [6].

According to several authors [61, 107,
170], the level of circulating vitamin D is
lower in alcoholics without hepatic lesions
than in the controls. We did not find such a
difference; the levels obtained with our tech-
nique were relatively lower in the controls.
The data in the literature concerning circulat-
ing vitamin D levels vary [18, 49, 116]; it is
not clear whether the differences are due to
the methodology or to the populations stud-
ied.

Iron and Other Hematological Data
(tables X VII, XVIII; curves 33-36)

The differences shown in the tables agree
with published data. The numbers of red
blood cells, hemoglobin, hematocrit and
plasma iron were higher in men, while the
opposite was true for white blood cells and
platelets [6, 51, 86, 161]. As opposed to Duf-
er’s [51] study, group CF had a higher mean
corpuscular volume than group CM.

Overweight status and alcohol intake are
also classic factors in the variation of plasma
iron and hematological criteria. In men as in
women, the number of red and white blood
cells, hemoglobin and hematocrit were gener-
ally higher when the subjects were over-
weight [6]. Hemoglobin, mean corpuscular
volume, iron and the number of white blood
cells and platelets were higher in male drink-
ers than in the controls; the number of red
blood cells in group AM; was decreased. The

Nous n'avons pas, pour les raisons logisti-
ques exposées plus haut, examiné le statut
vitaminique D des obéses. Une corrélation né-
gative entre le poids et ce statut a été objectivée
a Heidelberg [6].

Pour plusieurs auteurs [61, 107, 170], le
taux de vitamine D circulant est plus bas chez
les alcooliques sans lésion hépatique que chez
les témoins. Nous n'avons pas remarqué une
telle différence; les résultats obtenus par la
technique employée semblent relativement
bas pour les témoins. Les données de la litté-
rature sont, sur ce plan, trés hétérogenes [18,
49, 116] sans que l'on puisse toujours claire-
ment établir si les différences sont d'ordre
méthodologique ou en rapport avec le statut
vitaminique des populations étudiées.

Hématologie et fer plasmatique
(tab. XVII, XVIII: courbes 33-36)

Les différences mises en évidence dans
ces tableaux sont en accord avec les données
publiées. Le nombre des érythrocytes, ['hé-
moglobine, I'hématocrite et le fer plasmati-
que sont plus élevés en moyenne chez les
hommes, tandis que l'on observe le contraire
pour le nombre des leucocytes et des pla-
quettes [6, 51, 86, 161]. L’échantillon CF a
un volume globulaire moyen plus élevé que
celui de CM, contrairement aux travaux de
Dufer /51].

La surcharge pondérale et la consomma-
tion d’alcool sont aussi des facteurs de varia-
tion classiques du fer plasmatique et des para-
métres hématologiques. Chez les hommes
comme chez les femmes, le nombre des éry-
throcytes et des leucocytes, 'hémoglobine et
Ihématocrite sont plus élevés en moyenne
chez les obéses [6]. Chez les buveurs hommes,
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same differences, with the exception of red
blood cell count, were seen in female drinkers
(AF,). This is the classic hematological pro-
file of the alcoholic and has been described in
many studies [6, 11, 38, 56, 162].

The prevalence of values below the classic
interpretative limits (6, 175] was calculated
for red blood cell count, hemoglobin and iron
based on the overall sample (396 men and
314 women; table XIX). The drinkers are re-
sponsible for the high frequency of red blood
cell values of less than 4.6 X 10'%/1 in men:

I’hémoglobine, le volume globulaire moyen, le
fer, le nombre des leucocytes et des plaquettes
sont plus élevés que chez les témoins; le nom-
bre des globules rouges dans le groupe AM; est
abaissé. Chez les buveurs femmes (AF,), on
observe les mémes différences, excepté pour la
numération des érythrocytes. Ce profil héma-
tologique du buveur d’alcool est classique et a
été decrit de multiples fois [6, 11, 38, 56,
162].

Pour la numération des érythrocytes, I'hé-
moglobine et le fer, nous avons calculé a par-

Table XVII. Blood analysis and plasma iron levels in men (means = SD)

CM CM, CM, AM, AM-

Erythrocytes, X 1013/1 5.21£0.29°° 534+0.37% 538+0.32 5.18+0.37 5.03£0.44%%*
Hemoglobin, g/l 158 £8°°° 16113 164+ 14* 162 + 10%** 162+ [ 2%F*
Mean corpuscular volume, fl  8§7.9x4.3°° 87.4+3.9 88.8+3.5 90.2£5.8%%* 03 | x5 8%
Hematocrit, % 46.1£2.4°° 46.6+2.5 47.6+3.8 46.7+2.8 46.7+29
Leukocytes, X 1091 5.84x1.23°° 6,62+ 1.48%* 7451 17¥* 6,69+ 1.72%¥* 7.08:+.60***
Platelets®, X 1091 224 %51 - - 245 + 64% 244 & 64%*
Iron, pmol/l 21.3+6.6°° 229+84 22.2+6.9 23.4+6.4% 24,8 £7 5%

*p < 0.05; % p < 0.01; ¥*p < 0.00! (differences vs. CM; t test).
°p < 0.05;°°p < 0.01; °°°p < 0.001 (differences between CM and CF; t test; CF values, see table XVI).

3 CM:n =99 AM;:n =61; AMy: n = 86,

Table XVIII. Blood analysis and plasma iron levels in women (means + SD)

CF OF, OF- AF, AF,
Erythrocytes, X 10'2/1 4,5120.28°° 4.73x0.41*%* 501x£0.33*** 465+0.28 4,69+0.21*
Hemoglobin, g/ 139+ 10°°% 1409 146 x ] [*** 139+15 150 & [2%**
Mean corpuscular volume, I  89.3+4.9° 89.4+4.6 86.5+ 5.3%* 90.6 5.6 93.5+5.5%*
Hematocrit, % 41.4+2.5°%°  42.1x2.7* 432429 40.2+4.1 43.9 +2.8%**
Leukocytes, X 1091 6.33+1.54% 722+ 1.48%* 728+ 1.61"* 650+1.39 7.41x1.83*%
Platelets?, X 1091 237+49 - - 244 +28 266+ 67*
Iron, umol/l 19.0+7.0°° 18.8+6.3 17.9+5.9 17.7+£4.8 23.8£8.4*

*p < 005, p < 0.01; ¥**p < 0.001 (differences vs. CF; t test).
°p < 0.05; °°p < 0.01; °°°p < 0.001 (differences between CM and CF; t test; CM values, see table XVII).

* CF:n=8l;AF;:n=28; AF-:n =15,
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6% of AM, and 16% of AM, had a count on
the borderline of the fixed limit. Except for
red blood cell counts in women, our results
agree with those of Arab et al. [6].

Glucose, Urea, GPT, GGT (fig. 9, 10)

These four parameters were examined
only in drinkers and some controls (CM: n =
110; CF: n = 81). The differences observed in
the means were significant in both men and
women {except for urea in groups AF, and

tir de léchantillon global (396 hommes et
314 femmes), la prévalence des valeurs infé-
rieures a des limites interprétatives classi-
ques [6, 175] (tab. XIX). La fréquence élevée,
pour les globules rouges, des valeurs infeé-
rieures a 4,6 X 1012/ chez les hommes pro-
vient du groupe des buveurs, en ejfet 6% de
AM; et 16% de AM, ont une numeration en
deca de la limite fixée. Excepté pour les éry-
throcytes chez les femmes, nos résultats sont
tout a fait comparables a ceux d’Arab et al.

[6].

Tableau XVII. Hématologic et fer plasmatique chez les homines (moyenne * écart-iype)

CM C/W] M 2 AM ! AM 2

Erythrocytes, X 1012/1 5.21+£0,29°°  534+0,37% 5,38+0,32 518+037 5,03+ 0,44%**
Hémoglobine, g/l 158+ 8°°° 161+13 164+ 14* 162+ [0*** 162 4 [ 2%**
Volume globulaire moyen, fl ~ 87,9+4,3°° 874+39 88,8+3,5 90,2+ 5,8%*%*% 03]+ 5 8%**
Hématocrite, % 46,1+ 2,4°°° 46,6 2,5 47,6+ 3.8 46,7+ 28 46,7+2.9
Leucocytes, X 10%1 584+ 1,23°° 6,62%1,48% 745+ 117 6,69x1,72%** 708+ 1,60%**
Plaquettest, X 1091 22451 - - 245+ 64% 244 1 64*
Fer, umol/l 21,3+6,6°° 22,9+84 22,2+6,9 23,4+ 6,4* 24,8+ 7, 5%%*

*p < 0,05 **p < 0,01, ***p < 0,001 (différences avec CM, 1 test).

°p < 0,05 °°p < 0,01;°°p < 0,001 (différences entre CM etCF; t test; CF, voir tab. XVI).
a CM:n=99 AM;: n=61 AM> n=386.

Tablean XVIII. Hématologie et fer plasmatique chez les femmes (moyenne + écart-type)

CF OF/ OFg AF/ :fF_‘

Erythrocytes, X 10/1 4,51 +£0,28°°°  4,7320,41***  501x:0,33%** 4,65+0,28 4.69+0,21*
Hémoglobine, g/l 139+ 10°°° 140+ 9 146+ ]1]%** 139+15 150+ ] 2%**
Volume globulaire moyen, fl 89,3 +4,9°° 89,4+4,6 86,5+ 5,3%* 90,6 £ 5,6 93,5+ 5,5%*
Hématocrite, % 41,4+ 25°° 42,1+2,7% 43,25 2,0%%%  402+4,] 43,9+ 2,8%*%*
Leucocytes, X 10%1 6,33+ 1,54°° 7,22+ 1,48%%* 7284 1,61%** 6,50+ 1,39 741+ 183*
Plaquettest, X 10%/1 237 +49 - - 244+ 28 266+ 67%
Fer, umol/l 19.0x7,0°° 18,8x6,3 17,9+ 5,9 17,7+4.8 23,8 +8,4*

*p < 0,05 **p < 0,01; ***p < 0,001 (différences avec CF; t test).
°p < 005 °°p < 001, *°°p < 000! (difféerences entre CM and CF; tiest; CM, voir tab. X171,

4@ CFn=81AF;: n=8 AF»n=15
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AF,). These variations are known [9, 143,
145]; the GGT/urea ratio has even been pro-
posed as in index of alcohol intake [10].

Correlations between Biochemical,
Biological and Dietary Data

Iron and vitamin intakes, except for -
carotene, were positively correlated with the
amount of dietary energy, protein, carbohy-
drates, and lipids (expressed in absolute val-
ues; table XX).

The significant relationships between mi-
cronutrient intake and relative energy intake
permitted us to formulate some hypotheses as
to the main dietary sources of vitamins and
iron. When micronutrient intake is positively
coirelated with that of protein, its main
sources are probably animal, as seen for vita-
mins B, and D (table XX). However, when a
positive correlation with carbohydrate intake
1s found, then the micronutrients are of veg-
etable origin. This is the case for vitamin B,
folacin, B-carotene, vitamins C, E and iron.
The relationships with the three types of lip-
1ds lead to converging hypotheses. Generally,

Table XIX. Erythrocytes, hemoglobin and plasma
iron: frequency (%) of low values for pooled samples of
men and women

Glucose, urée, GPT, GGT {fig. 9, 10)

Ces quatre parametres n'ont été détermi-
nés que chez les buveurs et une partie des
témoins (CM: n=110; CF: n=81). Les diffé-
rences observées sur les moyennes sont signifi-
catives chez les hommes et chez les femmes
(excepté pour l'urée dans les groupes AF; et
AF;). Ces variations sont connues [9, 143,
145], le rapport GGT/urée a méme été pro-
posé comme indice de consommation alcooli-

que [10].

Corrélations entre les paramétres du
statut en vitamines et en fer

Les apports en fer et en vitamines (B-caro-
téne excepté) sont corrélés positivemeni a la
quantité d’aliments absorbée: énergie, protéi-
nes, glucides et lipides, ceux-ci étant exprimés
en valeur absolue (tab. XX). Les liaisons si-
gnificatives observées entre les apports en mi-
cronutriments et les apports relatifs en macro-
nutriments (en fonction des apports en éner-
gle) permettent d’émettre des hypothéses sur
les principales sources alimentaires des vita-

Tableau XI1X. Erythrocytes, hémoglobine et fer
plasmatique: fréquence (%) des valeurs basses dans
léchantillon global

Men Women Hommes Femmes
(n = 396) (n=314) (n = 396 (n=2314)
Erythrocytes Erythrocytes
<4.6 X 1013/ 5.6 < 4,6 X 102/ 5,6
<4.2 X 1071 3.5 < 4,2 X 1072/ 35
Hemoglobin Hémoglobine
<130 g/l 0.3 <130 g/l 0,3
<120 g/l 3.2 < 120 g/l 3,2
Plasma iron Fer plasmatique
< 10.7 ymol/l 2.6 < 10,7 umol/l 2,6
< 7.2 ymol/1 2.2 < 7,2 umol/l 22
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mines et du fer. Si les apports en un micronu-
triment sont positivement corrélés avec ceux
des protéines, ses sources principales sont
vraisemblablement d’origine animale; c’est ce
que 'on observe pour les vitamines B, et D
(tab. XX). Par contre, une liaison positive avec
les apports en glucides correspond pour les
micronutriments @ une origine principale-
ment végétale, c’est le cas pour les vitamines
By, folates, C, B-caroténe, E et le fer. Les liai-
sons avec les trois types de lipides conduisent a
des hypotheses convergentes. On observe une
corrélation positive entre la vitamine B>, le
rétinol et les lipides saturés, d’origine princi-
palement animale. Les folates, tocophérols et
Ser sont corrélés positiverment aux lipides po-
lyinsaturés qui proviennent principaiement
des végétaux. Dans ['ensemble les régimes
riches en lipides aménent moins de micronu-
triments, ceux qui sont riches en alcool et par-
ticulierement en vin ameénent plus de fer.
Quand on étudie les micronutriments dans
l’échantillon global, les coefficients de corréla-
tion entre les apports alimentaires journaliers
et la concentration dans le sang ne sont signi-
ficatifs que pour la vitamine B; et le fer chez

Fig. 9. Activity of GGT and GPT in the controls
and drinkers. a, b, d = Centiles 5, 50 and 99, respec-
tively; ¢ = mean. t test; **p < 0.01, *p < 0.001
(difference vs. CM); °p < 0.05, *°p < 0.01, **°p <
0.001 (differcnce vs. CF).

Fig. 10. Urea and glucose in the controls and
drinkers. Means + SD. t test; **p < 0.01. ***p <
0.001 (difference vs. CM); °°°p < 0.001 (difference vs.
CF).

Fig. 9. Activité de la GGT et de la GPT chez les
témoins et les buveurs. a, b, d = centiles 5, 30, 95 ¢ =
moyennes. Test de t; **p < 0,01, ***p < 0,001 (dillé-
rences avee CM): °p < 0,05, °°p < 0,01, °°°p < 0.00]
(différences avee CF).

Fig. 10. Urée e1 glucose chez les 1émoins et les
buveurs. Movennes + écaris-types. Test de 10 **p <
0.01, ***p < 0001 (différences avec CAM):°°p < 0.001
(différences avee CF).



Table XX. Correlations between daily energy and nutrient supply (pooled samples of controls, obese subjects

and drinkers)

Vit. By | Vit. By Folate | Retinol | B-Carot. RE Vit. E iron Vit C Vit. D
MIF|IM|F{M|FIM{FIM|F|M|{F | M}|F|M|F|M|F|M]|F

Energy Ey A|lAla|ala|ajaia|~ |- |Aajalalalalalajs]|-|n
Proteins gday lA fAjAlalajAalAafala|-lajalafalalalalalala
%Ex | ~|-|aflal~{-|-|-|-|-t-|-|v|9v|-|-{-|-1a]-

Carbohydrates wday | A |A | A LA | A A | A] & - - | A |a A |A]A|A A, - a
RE: fafa|-f-1-Fas|~|-|a|-~|~|-|a|a|{-|a|lalasa|V]-~

Lipids TL gday |la (A |a|lajajalala|-|-la|lala|jalalal-|~-]ala
%E v |V A v - 4 - - v - - Il B A BV B v Vv - 14 -

Salurated BTL| -1 - | -1 al~-t=-t-lal-1=-}-1-Qw|-]-1-{-1-1=-7-
Monounsat. {% TL| - | - [ = { -|-| sl -|~-1-|-}t=-|~1-|=-}t=d=q=-01=1-1-
Poivunsat, % TL| ~ |- | -{~]2|~-|-|-}{-~-|~-0i-1-Jal-Vtal-0-1~-1-~1i%
Alcohol g/day | 4 a A a A - - - - - - ~ 1A ]a | A|A|- - - -
WE |~ - = -ty -i-1-la]laj-t-1-]-

M = Males: F = females: E; = supplies with alcohol; E; = supplies without alcohol; TL = total lipids.
a a = Positive correlation: 0.05 > p > 0.001, A A = positive correlation: p < 0.001.
v v = Negative correlation: 0.08 > p > 0.001; ¥ V¥ = negative correlation: p < 0.001.

high lipid diets are associated with low micro-
nutrient intake. High alcohol diets, particu-
larly those high in wine, are associated with
high iron intake. There is a positive correlation
between vitamin B,, retinol and saturated lip-
ids of mainly animal origin. Folacin, tocophe-
rol and iron are positively correlated with
polyunsaturated lipids coming from plants.
When micronutrients in the overall sam-
ple are examined, the correlation coefficients
between daily dietary intake and blood con-
centration are only significant for vitamin B,
and iron in men and for B-carotene in both
sexes (table XXI). The correlation concerning
riboflavin is negative since the o-EGR is
lower when the vitamin B, status is higher.
Relationships between vitamin intake and

les hommes, et le B-caroténe pour les deux
sexes (tab. XXI). La corrélation concernant la
riboflavine est négative puisque le coefficient
a-EGR est d’autant plus faible que le statut
vitaminique B; est meilleur. Dans la littératu-
re, des liaisons entre les apports alimentaires
el les taux circulants ont été notées pour les
vitamines B, By et C chez des patients hospi-
talisés [102], pour les caroténoides (32, 177] et
pour la vitamine E [177]. Une corrélation
significative a été rapportée entre I'apport en
Jolates et les folates érythrocytaires [14]. Cette
corrélation n'est pas retrouvée pour les folates
plasmatiques. Des apports en vitamine A pré-
formée, méme importants, modifient trés peu
la concentration plasmatique en rétinol [177,
178]. Pour la B-caroténe et la vitamine E,




Tableau XX. Corrélations entre les apports alimentaires jowrnaliers (échantillon global)

Vi By Vit. B> | Folates Rétinol B-Carot. ER Vi E Fer Vi, C i, D
H{F | H|FI{H|F|HVF|HVF|H|F|H|F{H{F|H]|F H | F
Energie £ AlAjalajalalalal-|-jalalajajalAa)a]al-]A
Protéines & ala|lalalalalajalal-lalajala|ala|ale|ala
RN e O N N o A R N S A I A U A N I B B I N
Glucides &j Aloja|lala|la|lAala|- |- |Ala|a|a|A|A]a|s]"{a
l)é, E.’ A A - - - A - - A - - - A A - s A a v -
Lipides LT & AlA Ao Al A Al -Jala|Aajajalaj~]-|alD
WEw | v vl -]~ |-dvl-{-|-{¥|9|-telvivo]|v |-
Saturés LT - |- -tsf~]-1-1lai-{-1-{-1w|-|-1-1-1- - | -
Monoinsat. | % LT | - - -1 -1- al-d=-1-i-|-4t-=-t-=-1-1=-1~1- - = -
Polvinsat, |% LT} - | - | -|-|al-|-t=-|-~t-|-t=-}al-lal-i-1-1-13%
Aleool & saflalafadfagf-|-|~4-|-{-}-|alsatajai-|-1-1|-
T e e A e e I I O I N i A A N N I N IV R e N
H = Homumes: F = fenunes; E; = apports avec alcool; E» = apports sans alcool: LT = lipides totaux.
a a = Corrélation positive: 0,05 > p > 0.001; A A = corrélation positive: p << 0,001,
v v = Corrélation négative: 0,05 > p > 0.001, ¥ 7 = corrélation négative: p < 0.001.

circulating levels have been reported for vita-
min By, B, and C in hospitalized patients
[102}, for carotenoids [32, 177] and for vita-
min E [177]. A significant correlation was
reported [14] between folate intake and red
blood celi folate but not plasma folate. The
intake of preformed vitamin A, even if it is
high, hardly affects plasma retinol concentra-
tion [177, 178]. Adjustment according to age,
sex, caloric intake and plasma lipid levels
improves the partial correlation coefficient of
B-carotene and vitamin E [177]. We have not
been able to show any other relationships by
substituting nutritional density for daily in-
take. The correlations between hemoglobin
levels and iron intakes, calculated based on
the overall sample, were not significant in

l'ajustement par l'dge, le sexe, les apports
caloriques et les lipides plasmatiques améliore
le coefficient de corrélation partiel [177]. Nous
n'avons pas mis en évidence d’autres liaisons
en remplacant les apports journaliers par les
densités nutritionnelles. Les liaisons calculées
a partir de Uéchantillon global, entre Uhémo-
globine et les apports en fer ne sont significa-
tives ni pour les femmes, ni pour les hommes,
contrairement aux résultats de travaux an-
ciens [1, 63].

Les coefficients de corrélation entre ali-
mentation et examens biologiques sont faibles
et peu souvent significatifs [87]. En effet, la
régulation au niveau individuel de la concen-
tration sanguine des vitamines et du fer fait
intervenir d’autres facteurs que les apports ali-
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either men or women, as opposed to the data
of previous studies [1, 63].

The correlation coefficients between diet
and biological examination are low and not
often significant [87]. Individual regulation of
blood vitamin and iron concentrations in-
cludes factors other than weekly or 24-hour
dietaryintake, i.e. intestinal absorption, micro-
nutrient metabolism itself, stores and individ-
ual requirement. The diet preceding the inves-
tigation also plays a part if the vitamin is
stored.

Positive correlations in men (table XXI)
between vitamin E and plasma retinol and
folate oriron intakes and negative correlations
between plasma B-carotene and iron intake
probably result from the wide scatter of these
parameters which is due to the drinkers.

mentaires de la semaine ou des 24 h comme
l'absorption intestinale, le métabolisme pro-
pre du micronutriment, U'état des réserves, les
besoins individuels... . L’alimentation de la
période précédant I'enquéte joue aussi un réle
st la vitamine est stockée.

Les liaisons positives notées chez les hom-
mes (tab. XXI) entre la vitamine E ou le réti-
nol plasmatique et les apports en folates ou en
fer, et les liaisons négatives entre le 3-caroténe
plasmatique et :os apports en fer proviennent
vraisemblablement de la dispersion impor-
tante de ces parametres, celle-ci est due au
groupe des buveurs.

Certaines des corrélations entre les exa-
mens biologiques (vitamines et fer) ne sont
pas étonnantes (tab. XX11); c'est le cas de cel-
les observées entre l'activité de la transcéto-

Table XXI. Correlations between the blood vitamin and iron levels and the daily dietary supply (pooled

samples of controls, obese subjects and drinkers)

Blood determination Daily dietary supply
Vit. B, Vit. By Folate Retinol | B-Carot. RE Vil E Iron Vit. C
M|{FIM|]F|M]FI{M|F | M|F|M|F|M}IF | M|F M F
Vitamin B, TPP effect e S U IV U T I I I A e
Transketolase — Nt - - - - - - . - - - - - - - -
Vitamin B; (a-EGR) U U O R A A R I T R O T e
Folate Plasma - - - A - - - - - a - - - - - - - | a
Total - - - B - o R - - | - - - - - - - - a
Erythrocytes - - - - - - - - - A
Retinel - - - - - - A - - -
B-Carotene - - - - - s v - A _
Vitamin E - - - - A - - - - - - - = R I\ - - -
Iron - - - - - - - - - - - - - - A - - -

M = Males; F = females.

A a = Positive correlation: 0.05 > p > 0.001: A A = positive correlation: p < 0.001.
v v = Negative correlation: 0.05 > p > 0.001: ¥ ¥ = negative correlation: p < 0.00}.
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Some correlations between biological ex-
aminations (vitamins and iron) are not sur-
prising (table XXII), as in the case of those
between transketolase activity and the TPP
effect and among the three folate assays [84].
The correlations between vitamin E and
plasma retinol are due to the lipophilic na-
ture of these vitamins which are transported
by blood lipids [177]. Iron and plasma retinol
are often correlated [30, 158], but in well-fed
popuiations, retinol and plasma B-carotene
should not be related, as opposed to our
observations [30]. At this time, we can pro-
vide no hypothesis for the other correlations
found.

Correlations between vitamin levels, cir-
culating iron and hematological criteria are
difficult to interpret (table XXIII).

lase et 'effer DPT et entre les trois dosages
de folates [84]. Les liaisons entre la vitamine
E et le rétinol plasmatique peuvent étre ex-
pliquées par leur caractére lipophile; ces deux
vitamines sont transportées par les lipides
sanguins [177]. Le fer et le rétinol plasmati-
que sont souvent corrélés ensemble [30, 158],
mais, par contre, dans les populations bien
nourries le rétinol et le B-caroténe plasmati-
que ne devraient pas étre liés, contrairement
a ce que nous avons noté [30]. Pour les au-
tres relations mises en évidence, il serait ha-
sardeux pour le moment d'émertre des hypo-
théses.

Les corrélations entre le niveau des vitami-
nes et du fer circulants et les paramétres
hématologiques sont difficiles a interpréter
(tab. XX111).

Tableau XXI. Corrélations entre les examens biologiqutes (vitamines et fer) et les apports alimentaires journa-

liers (échantillon global)

Examens biologiques Apports alimentaires journaliers
vit. By vit. B: Jolates rétinol | P-carol. ER vit. E fer vie, C
H F H F H F H F H F H F|H F H F H F
Vitamine B; Effet DPT = = - - - - - - - - - - - - - - - -
Transcétolase - -1 - - - - - - - ¢ - - - - ~ - - -
Vilamine B> (a-EGR) ~ - v - - - - - - - — - - - a _ - -
Folates Plasmatiques -l -] -l al=d=-d-1-1-4tat-{-1-1-1-1-1-1a
Totaux - - - - =t S - - - - - - - - _ - a
Erythrocytaires -t =-1-1- sl =-1=-t-4t=-1=-1=-01=-/1=-4t-1-=-1a
Rétinol - - - - A - - N N - - A - - -
B-Caroténe - - ~ - - - B “ A : - salwl - | al-
Vitamine E - - - - | a - - - - - - - - =0 A — - _
Fer - - - - - - - - - - - - - - s l- - ~
H = Hommes; F = femmes.
& a = Corrélation positive: 0.05 > p > 0,001, A A = corrélation positive: p < 0,001.
v v = Corrélation négative: 0.05 > p > 0.001: ¥ 7 = corrélation négative: p < 0.001.




Table XXII. Correlations between blood vitamin and iron levels (pooled samples of controls, obese subjects
and drinkers)

Vit. By Vit. By Folate Retinol | B-Carot. Vit. E
TPP k:arli[l]:;e plasma total RBC
M| F |MjF|IM FIM|FI{M]JF|M|]FIM|F|M|]F|IMI|F
Vitamin B;  Transketolase | w v
Vitamin B;  (a-EGR) - - _ -
Folate Plasma - - vl -|w]-
Total - - - - v -1 Al A
RBC o B B B A|Aa Al
Retinol - - - - - - a - [ - -
3-Carotene - N - v - - - A - - - - v v
Vitamin E - - - - ~ - A - - - - - Al A - -
[ron - - - - a - - - - - - v Al A v - N -

M = Males: F = females.
a a = Positive correlation: 0.05 > p > 0.001: A A = positive correlation: p < 0.001.
v v = Negative correlation: 0.05 > p > 0.001; ¥ ¥ = negative correlation: p < 0.001%.

Table XX1I1. Correlations between blood vitamin and iron levels and the hematological parameters (pooled
samples of controls, obese subjects and drinkers)

Leukocytes Ervthrocytes Hemoglobin MCV Hematocrit

M F M F M F M F M F

Vitamin B, TPP effect - a - - - - - - . -
Transketolase - - - - - - - - - -

Vitamin B, (¢-EGR) - - - - v - - - a -
Folate Plasma v - - - - - - v - -
Toual - - A a A - - - A A

Erythrocytes - - a - - ~ - v - -

Retinol a N - - - A A - - a
B-Carotene v v - - - v v - - ¢
Vitamin E a - v - - - a - - -
Iron A - - - a A A N A A

M = Males; F = females.
a a = Positive correlation: 0.05 > p > 0.001: A A = positive correlation: p < 0.001.
v v = Negative correlation: 0.05 > p > 0.00l; ¥ ¥ = negative correlation: p < 0.001.




Tableau XX11. Corrélations entre les examens biologiques (vitumines et fer, échantillon global)

Vit B, Vit. B» Folates Rétinol | B-Carot. Vit £
orr | o oo | s |
H|F{HVF|\H | F|H|F{HF{HYVF|H}|F{H|F|H]|F
Vitamine B, Transcétoluse v | v
Vitamine B: (ou-EGR) - - - -
Folates Plasmatiques - R 2R T B A
Totaux - - - - v - | Al A
Ervthrocytaires - - - - - A Al A|A
Réiinol - - - = - - . - - - - -
pB-Caroténe - A - v - - - A - - - - v v
Vitamine E - - - - ~ - A - - - - - Al A - -
Fer - - - = A - - - - - - v A A v - A -

H = Hommes: F = femmes.
a &= Corrélation positive: 0,05 > p > 0,001, A A =corrélation positive: p < 0,001.
¥ v = Corrélation négative: 0.05 > p > 0,001; ¥ ¥ = corrélation négative: p < 0.001.

Tableau XX111. Corrélations entre les examens biologiques (vitamines et fer) et les paramétres hématologiques
(échantillon global)

Leucocyies Erythrocyies Hémoglobine VGM Hématocrite

H F H F H F H F H F

Vitamine B, Effet DPT - s - - - - - - . -
Transcétolase - - - - - - - - - -

Vitamine 8 (a-EGR/} - - - - v - - - . -
Folates Plasmatiques v - - - - - - v - -
Totaux - - A a A - — - A s

Erythrocytaires - - N - ~ _ - v _ _

Rétinol a A - - - A A - - a
B-Caroténe v v - - - v v - - v
Vitamine E A - v - ~ - N - - -
Fer A - - - . N A A a A

VGA = Volume globulaire moyen: H = hommes; F = femmes.
& a = Corrélation positive: 0,05 > p > 0.001: A A = corrélation positive: p < 0,001.
v v = Corrélation négative: 0,05 > p > 0.001; Y Y = corrélation négative: p < 0,001




Conclusion

ESVITAF allows one to draw several con-
clusion and to define future research more
clearly.

From the nutritional standpoint, this
study showed that the groups investigated
generally had adequate vitamin levels but
that certain problems did exist, 1.e.:

-~ Low vitamin content was found to be a
problem for both normal weight and obese
subjects who had a hypocaloric (low) or hy-
percaloric (high) intake.

— The average consumption of certain vita-
mins, especially folate, was very much lower
than the corresponding RDA. This raises the
question as to whether the food composition
tables used for the vitamins are valid and
whether the corresponding RDA figures are
realistic.

— A certain percentage of the subjects pre-
selected for good health had poorly balanced
diets and low vitamin intakes. Under these
conditions, long-term maintenance of vita-
min stores in the body would no longer be
possible and the subject’s health would dete-
riorate, especially in the presence of an in-
creased requirement.

From the biological standpoint, the levels
of most vitamins in the groups studied were
considered deficient, with low levels being
particularly prevalent in certain groups.
Some of the lower levels are typical of biolog-
ical risk but not of a real deficiency. For the
vitamins considered, these levels can be in-
terpreted, based on the methods used herein,
as a recently acquired deficit in the vitamin
supply or store. In both cases, the individual
runs the risk of a severe vitamin deficiency
due to sudden decreases in vitamin supplies

Conclusion

Lenquéte ESVITAF permet de dégager un
certain nombre de conclusions et de définir
quelques axes de recherche.

Sur le plan des apports alimentaires, la
situation des groupes étudiés parait globale-
ment bonne. Pour certains micronutriments,
quelques problemes apparaissent cependant.
—~ La densité vitaminique des rations est fai-
ble. Avec les aliiments utilisés, 'apport vitami-
nique est bas pour des niveaux caloriques rela-
tivement importants. Cel apport est certaine-
ment insuffisant si l'on recourt 4 des régimes
hypocaloriques. Dans les groupes étudiés, ceci
concerne un certain nombre de sujets de poids
normal et des obéses.

— Les apports moyvens en certaines vitamines
et notamment en folates sont beaucoup plus
bas que les AC. Ceci pose le probléme de la
validité des tables de composition utilisées et
eventuellement des AC pour ces vitamines.

— Parmi les sujets recrutés sur des critéres de
bonne santé, un certain nombre a des apports
nutritionnels déséquilibrés et des apports vita-
miniques bas ne permettant sans doute pas,
sur des périodes prolongées, de maintenir des
stocks corrects ou de répondre & un brusque
accroissement des besoins.

Sur le plan biologique, on retrouve dans tous
les groupes étudiés et pour la plupart des vita-
mines, quelques dosages considérés par les au-
teurs des méthodes comme caractéristiques de
déficiences vitaminiques. La prévalence de tels
dosages est relativement importante dans cer-
tains groupes. Certains dosages correspondent
a des états moins tranchés dans tesquels plus
que de déficience vraie, il faut parler de risque
biologique. Selon les vitamines et les méthodes
considérées, ils peuvent éire interprétés comme
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and/or increased vitamin requirements due
to illness or pregnancy...

The vitamin levels of the deficiency-risk
groups were found to be less satisfactory than
in the control group.

Although not fully representative of the
complete French population, this investiga-
tion confirmed that:

— 1n France as in other industrialized coun-
tries, pathological situations resulting from
vitamin deficiencies do exist;

— in the groups considered a priori as being
at risk to develop a vitamin deficiency, the
number of subjects with vitamin deficits was
higher.

There is an urgent need to publish more
information on the vitamin composition in
foods for use in ongoing and future investiga-
tions. For instance, the vitamin status should
be assessed in additional groups such as: pre-
mature babies and young children, adoles-
cents, women taking oral contraceptives,
pregnant women, the elderly people, subjects
on unconventional diets for medical, social
or philosophical reasons, and ill people.

It must be kept in mind that France is
unique in its dietary habits and that nutri-
tional studies for other countries cannot be
systematically extrapolated to France.

The analysis of the comprehensive food
surveys underway in France may stress the
need to re-examine the question of whether
some foods sheould be supplemented with vi-
tamins.

liés a une insuffisance des apports vitamini-
ques récents ou des réserves de l'organisme.
Dans les deux cas, cette situation peut, en cas
d’augmentation des besoins (grossesse, mala-
die ...) ou de diminution brusque des apports,
déboucher trés vite sur une déficience vitamini-
que dangereuse (cas des folates). Pour certains
groupes d risque étudiés, la situation est moins
bonne que chez les témoins.

Ce travail, qui ne peut prétendre donner

une vision représentative de 'état vitaminique
de la population, confirme:
~ que comme dans d’autres pays industriali-
sés, 1l existe en France, en dehors de toute
pathologie, des déficits vitaminiques,
— que dans les groupes considérés, a priori,
comme présentant un risque supplémentaire
de déficience vitaminique, les sujets carencés
sont plus nombreux.

Parmi les études a entreprendre, et dont cer-
taines sont deja en cours, la mise & jour et I'édi-
tion de documents concernant la composition
vitaminique des aliments parait urgente; la d¢-
terminationdu statut vitaminique d’autres tran-
chesd’dges et 'examen d’autres groupes a risque
de déficience — prématurés et jeunes enfants,
adolescents, femmes sous contraception hormo-
nale, femmes enceintes, veillards, d’'une part,
sujets soumis & des alimentations non tradition-
nelles pour des raisons médicales, sociales ou
philosophiques et malades divers d’autre part ~
est trés souhaitable. Les travaux réalisés a
['étranger ne sont pas, en effet, systématique-
ment extrapolables a la population francaise.

Les grandes enquéles de consommation
devraient également permettre, a la lumicre
de lUexpérience d'autres pays, d’étudier sous
un jour neuf le probléeme de I'opportunité du
renforcement de la ration en certaines vitami-
nes en France. Des programmes d'éducation
alimentaire et culinaire orientés vers les pro-
blémes vitaminiques devraient étre étudiés.



Distribution of the Dietary
and Biological Parameters

The distributions of the main parameters
of the study are depicted in the form of
cumulative frequency. This type of presenta-
tion, also used in the Heidelberg study [6],
permits a rapid computation of percentile
distributions to be made. The reader can eas-
ily compare our data with the interpretative
limits of the distributions chosen in the pre-
ceding sections.

Because we could not represent all of the
groups, we have shown only the distributions
of the two control samples, CM and CF. All
the histograms have been standardized and
are presented in the following order:

Distribution des paramétres
de enquéte

Dans ce chapitre sont présentées les distri-
butions des principaux parametres de cette
enquéte sous forme de courbes de fréquences
cumulées. Ce mode de présentation utilisé
dans lenquéte de Heidelberg [6] permet de
calculer rapidement les centiles des distribu-
tions. De plus, le lecteur pourra aisément
comparer nos résultats ¢ des limites interpré-
tatives différentes de celles choisies dans les
chapitres précédents.

Comme il était impossible de faire figurer
tous les groupes, nous n'avons représenté que
les distributions des deux échantillons té-
moins (CF et CM). Tous les graphiques ont
81é standardisés et se présentent dans ['ordre
ci-dessous.

Curve No. Courbe No.
Dietary intake Apports alimentaires
Energy 1,2 Energie 1,2
Protein 3,4 Protéines 3,4
Carbohydrates 5,6 Glucides 5,6
Lipids 7,8 Lipides 7.8
Vitamin B, 9, 10 Vitamine B, 9,10
Vitamin B, 11, 12 Vitamine B> 11,12
Vitamin A 13, 14 Vitamine 4 13, 14
Vitamin C 15, 16 Vitamine C 15,16
Vitamin E 17, 18 Vitamine E 17, 18
Folates 19, 20 Folates 19, 20
Iron 21,22 Fer 21, 22
Biology Biologie
Vitamin B, 23, 24 Vitamine B, 23, 24
Vitamin Bs 25 Vitamine B, 25
Folates 26-28 Folates 26-28
Retinol and B-carotene 29, 30 Rétinol et B-caroténe 29, 20
Vitamin E 31 Vitamine E 31
Vitamin D 32 Vitamine D 32
Hematology Hématologie
Iron 33 Fer 33
Red blood cells 34 Erythrocytes 34
Hemoglobin 35 Hémoglobine 35
Mean corpuscular volume 36 Volume globulaire moyen 36
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Curve 1. Energy supply with alcohol.

Curve 2. Energy supply without alcohol.

Curve 3. Protein supply.

Curve 4. Protein supply (% of energy supply with-
out alcohol).

Curve 5. Carbohydrate supply.

Curve 6. Carbohydrate supply (% of energy supply
without alcohol).

Courbe 1. Apports énergétiques avec alcool.
Courbe 2. Apports énergétiques sans alcool.
Courbe 3. Apports en protéines.

Courbe 4. Apports en protéines (% des apporis éner-

gétiques sans alcool).

Courbe 5. Apports en glucides.
Courbe 6. Apports en glucides (% des apports éner-

gétiques sans alcool).
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Curve 7. Lipid supply.

Curve 8. Lipid supply (% of energy supply without
alcohol).

Curve 9. Vitamin B supply.

Curve 10. Nutrient density, vitamin B).

Curve 11. Vitamin B supply.

Curve 12. Nutrient density, vitamin Ba.
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Courbe 7. Apports en lipides.

Courbe 8. Apports en lipides (% des apports énergé-
tiques sans alcool).

Courbe 9. Apports en vitamine B).

Courbe 10. Densité nutritionnelle en vitamine B,

Courbe 11. Apports en vitamine B.

Courbe 12. Densité nutritionnelle en vitamine B-.
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Curve 13. Vitamin A supply.

Curve 14, Nutrient density, vitamin A.

Curve 15. Vitamin C supply.
Curve 16. Nutrient density, vitamin C.
Curve 17. Vitamin E supply.
Curve 18. Nutrient density, vitamin E.
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Courbe 13. Apports en vitamine A.
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Curve 19. Folate supply.

Curve 20. Nutrient density, folates.
Curve 21, Iron supply.

Curve 22. Nutrient density, iron.

Curve 23. Vitamin B,. Erythrocyte transketolase.
Curve 24, Vitamin B,. Erythrocyte transketolase

activation.

Courbe 19. Apports en folates.

Courde 20. Densité nutritionnelle en folates.

Courbe 21. Apports en fer.

Courbe 22. Densité nutritionnelle en fer.

Courbe 23. Vitamine B, transcérolase érvthrocytaire.

Courbe 24. Vitamine B, activation de la transcéto-
lase érythrocytaire.
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Curve 26. Plasma folates.
Curve 27, Erythrocyte folates.
Curve 28. Total folates.
Curve 29. Plasma retinol.
Curve 30. Plasma B-carotene.

thion-réductase érythrocytaire.

Courbe 26. Folates plasmatiques.
Courbe 27. Folates érythrocytaires.
Courbe 28. Folates totaux.

Courbe 29. Rétinol plasmatique.
Courbe 30. B-Carotene plasmatique.
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Curve 31. Plasma vitamin E.
Curve 32. Plasma vitamin D.
Curve 33. Plasma iron.
Curve 34. Erythrocytes.
Curve 35. Hemoglobin.

Cuarve 36. Mean corpuscular volume.
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Courbe 31. Vitamine E plasmatique.
Courbe 32. Vitamine D plasmatique.
Courbe 33. Fer plasmatique.

Courbe 34. Erythrocytes.

Courbe 35. Hémoglobine.

Courbe 36. Volume globulaire moven.
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P3 - Valeurs de référence

Reference intervals for vitamins B1, B2, E, D, retinol, beta-carotene, and folate in blood:
usefulness of dietary selection criteria
Herbeth B, Zittoun J, Miravet L, Bourgeay-Causse M, Carre-Guerry G, Delacoux E. Le Devehat C,
Lemoine A, Mareschi JP, Martin J, Potier de Courcy G, Sancho J
Clin Chem 1986:32:1756-1759

Cette publication est issue de I’étude ESVITAF (P2) et decrit les valeurs de référence d’un
certain nombre d’indicateurs biologiques de statut vitaminique utilisé dans les études
epidéemiologiques descriptives ou a visée étiologique. Le second objectif que nous nous étions
fixé était d’évaluer I’effet d’un critére de sélection supplémentaire, les apports alimentaires en
vitamines, sur le déplacement des limites de référence.

Un groupe de référence de 189 hommes et 173 femmes ageés de 18 a 44 ans a été sélectionné
selon les critéres suivants : indice pondéral < 1,17, sans pathologie chronique, ni histoire
médicale susceptible d’interférer sur I’état nutritionnel, sans médicament, consommation de
tabac < 10 cigarettes/j, consommation d’alcool < 22 g/j pour les femmes et < 44 g/j pour les
hommes. Ces sujets provenaient des centres d’examen de santé de Vandoeuvre-les-Nancy et
de Lyon, et des services de médecine du Travail de Nevers. Les données alimentaires ont été
recueillies a ’aide d’un semainier. Les indicateurs biologiques suivants ont €t¢ mesures :
rétinol, a-tocophérol, 25-hydroxyvitamine D et [p-caroténe plasmatiques, activités et
activations par leur coenzyme respectif de la transcétolase et de la glutathion réductase
érythrocytaires (indicateurs de statut en vitamines B1 et B2).

Les valeurs de référence sont présentées par sexe. Les activités de transcétolase dans les
globules rouges (reflétant le statut en vitamine B1), ainsi que les concentrations de rétinol
plasmatique et de folates dans le sang total sont significativement plus élevées chez les
hommes que chez les femmes. Pour les indicateurs de statut en vitamine B2 et en [3-caroténe,
on observe le contraire. La prise en compte des apports alimentaires spécifiques pour chaque
indicateur, sur la base des apports conseillés pour la population frangaise, fait diminuer
I’effectif de fagon importante mais ne modifie pas les limites de référence pour tous les
indicateurs mesures.
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Reference Intervals for Vitamins B1, B2, E, D, Retinol, Beta-Carotene, and
Folate in Blood: Usefulness of Dietary Selection Criteria
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Reference intervals for normal concentrations in blood of
vitamins B1, B2, E, D, retinol, beta-carotene, and folic acid
were determined from a selected sample of people aitending
a Health Examination Center or being examined in occupa-
tional health services in France. This reference sample
consisted of 362 men and women, ages 18 to 44 years,
selected according to the main variation factors known for the
vitamins studied: consumption of tobacceo and alcoho!, pon-
deral index (relating height and weight), use of drugs and oral
contraceptives, and past history of surgical or medical treat-
ment. Reference intervals were determined for each sex.
Vitamin B1 (erythrocyte transketolase activity), plasma reti-
nol, and folic acid values in whole blood are significantly
higher in men than in women (p <0.001), but vitamin B2
{activation of erythrocyte glutathione reductase) and plasma
beta-carotene values are significantly higher in women (p
<0.001 and <0.01 respectively). Dietary intake of vitamins
produced no significant displacement of the reference val-
ues. For each vitamin we discuss the other major sources of
variation factors and the usual vaiues reported in the litera-
ture.

Additional Keyphrases: variation, source of + sex-related effects
nutritional status

Interpretation of the vitamin content in blood is as yet
difficult because of the lack of well-defined limits. Although
there are many reports on “normal values” and “standards,”
choosing values that can be transposed from one population
to another and from one assay method to another remains
difficult. Four main kinds of data can currently be found:
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« “values representative of the general population,” mea-
sured on a random sub-sample (7, 2);

« “usual values,” obtained from samples for which several
variation factors have not been checked (3, 4);

« “reference values,” measured on selected individuals in
good health with well-described living conditions;

» “decision limits” characteristic of nutritional deficiency,
determined in healthy subjects through experimentally
imposed vitamin deficiencies or in patients suffering such
deficiencies (5, 6).

Published results are not always described in such a way
that we can classify them in one or another of the above
categories. For obtaining reliable reference values for diffi-
cult, expensive, or lengthy analyses such as vitamin mea-
surements, the following procedure is now recommended (7
9): list the biological and pathological sources of variation,
based on a review of the literature; specify which criteria of
selection or exclusion were used, according to the purposes
of the study; select the subjects by these criteria; collect the
blood samples to be assayed; collect relevant dietetic and
biological data; and carry out the statistical analysis. We
have used this protocol to determine reference intervals for
vitamins B1, B2, E, D, and for retinol, beta-carotene, and
folic acid in a sample of young adults selected according to
the main usual criteria for good health (10). We have also
evaluated the utility of dietary selection criteria.

Materials and Methods

The reference group comprised 189 men and 173 women,
ages 18-44 years, who kept their usual eating habits, had a
Lorentz ponderal index (P1)*° under 1.17, had no acute or
chronic diseases and no medical or surgical past history
indicative of possible interference with nutrition and hor-
monal status, and were taking no medication (drugs or oral
contraceptives).1! Other criteria for exclusion from the study
were alcohol consumption (>22 g per day for women, >44 g
per day for men) and tobacco consumption (>10 cigarettes
daily for both sexes). These volunteers were chosen at the
Center for Preventive Medicine in Vandoeuvre-Les-Nancy,

10 Ponderal index (PI) was calculated according to the following
Lorentz formula and expressed in relative value of the ideal weight
(IW). In these conditions, the ponderal index for ideal weight is 1.00.

IW = [height (cm) ~ 100] —~ [height (em) — 150YC, with C = 2 for
women and C = 4 for men.

PI = weight (kg/ITW

11 Nonstandard abbreviations: PI, ponderal index; IW, ideal
weight; TPP, thiamin pyrophosphate; ETKA™, erythrocytic trans-
ketolase activity without TPP; ETKA®, erythrocytic transketolase
activity with TPP; a-ETK, activation coefficient of ETK with TPP;
FAD, flavin adenine dinucleotide; EGRA ™, erythrocytic glutathione
reductase activity without FAD; EGRA™, erythrocytic glutathione
reductase activity with FAD; «-EGR, activation coefficient of EGR
with FAD.



the Health Examination Center in Lyon, and in occupation-
al health services in Nevers and Paris.

To evaluate the effect of dietary vitamin intake on the
distribution pattern of biological data, we also determined
reference intervals for the selected analytes for various
subgroups of subjects within the reference group, whose
dietary intake exceeded the limits specified in Table 1,
which are generally the recommended dietary allowances
for the French population (11). Intake of vitamin D was not
taken into account, the need for this vitamin being met
primarily by endogenous contributions. Daily intakes of
vitamins and alcohol were evaluated in a seven-day prospec-
tive study through use of a computerized table of food
composition, based on compiled data (12) and original data
described in a recent report (10).

Venous blood samples from fasting subjects were collected
in tubes containing anticoagulant (lithium heparinate for
vitamins B1, B2, A, E, D, and beta-carotene, and EDTA for
folic acid).

Vitamin Bl was assessed by measuring the activity of
erythrocytic transketolase (EC 2.2.1.1; ETKA™), and its
activation by thiamin pyrophosphate (e-ETK) (4); vitamin
B2 by measuring the activation of erythrocytic glutathione
reductase (EC 1.6.4.2) with flavin adenine dinucleotide (a-
EGR) (13). For both enzymes, one assay is made with the
untreated hemolysate, the other with the same hemolysate
after in vitro incubation with excess coenzyme (TPP or
FAD). The result of the test is expressed as the activation
coefficient o, the activity after saturation/activity without
saturation.’? A small response to coenzyme stimulation is
taken to indicate an already high saturation with coenzyme,
i.e., a good vitamin status.

The concentration of vitamin A in plasma was assayed
fluorometrically according to the procedure of Brubacher
and Vuilleumier (14). We modified slightly the technique for
chromatographic separation of the caroctenes from vitamin
A on an open column of alumina. We deactivated the basic
alumina stationary phase with 18 mL of water per 100 g of
adsorbent. This eliminates retention of the retinol esters
with C;g and C,g fatty acids on the column so the procedure
becomes an assay of retinol alone instead of total vitamin A.

We measured the plasma concentration of vitamin E
according to Hashim and Schuttringer (15) with slight
modifications. Instead of correcting for the carotenoid inter-
ference according to the absorbance at 450 nm (beta-caro-
tene), we eliminated the carotenoids from the extract by
chromatography through a column of acid-washed floridin
(fuller’s earth), eluting the tocopherols in benzene.

25-Hydroxyvitamin D was measured by radicim-
munoassay, with use of specific binding protein from vita-
min D-deficient rat kidney (16); folate in plasma and in
whole blood was determined with use of Lactobacillus casei
methed (17).

Statistical analyses were by parametric and nonparamet-
ric methods (I8). The differences between the sexes and
between the reference group and the subgroups were as-
sessed by comparing the distribution means by Student’s ¢-
test.

ETKA~ (with TPP) x 100
ETKA™ (without TPP) °’

12 o-BTK =

EGRA™ (with FAD) x 100

«EGR = =5 RA- (without FAD)

Table 1. Daily Dietary Intake Limits Used as Selection

Criteria?
Men Women
Vitamin B1, mg 1.5 1.3
Vitamin B2, m% 1.8 1.5
Vitamin E, mg 10 10
Vitamin A, ug RE® 1000 800
Folic acid, ug 200 200

2Recommended dietary allowances for the French population except for
folic acid, which is 50% of the recommended ailowance.

®Expressed in d-a-tocopherol.

°Retinol equivalent (ug RE) = retinol (ug) + [beta-carotene (ug)/6).

Results and Discussion

The reference intervals for vitamins as determined in the
reference group and in the subgroups (with vitamin intakes
exceeding limits specified in Table 1) are shown in Table 2.
In the reference group the mean values for ETKA™, whole-
blood folate, and plasma retinol were higher in men than in
women (p <0.001) whereas ¢-EGR and plasma beta-caro-
tene were lower in men (p <0.001 and <0.01, respectively).
For the other analytes, the differences between males and
females were not significant.

The sample size for the subgroups was hardly reduced, for
few people had higher vitamin intakes than the recommend-
ed dietary allowances. For each subgroup, the same differ-
ences between sexes were observed but were not significant
for ETKA ™ and whole-blood folate; the a-ETK was lower in
the subgroup women than in the subgroup men (p <0.05).

Reference limits determined from the subgroups that had
higher dietary intakes were higher than those determined
from the reference group only for vitamin E and beta-
carotene, but the distribution means for these were not
statistically different between the subgroups and the refer-
ence group.

Regarding vitamin B1 status, the mean reference values
we found for ETKA™ cannot be easily compared with the
usual values given in the literature because of the varia-
tions of assay methods used and the lack of standardization
in units (19-21). However, our results agree with those of
Delacoux et al. (4), who used the same method, although
they noted no variation between sexes. Warnock (22) had
also noted differences in ETKA ™ between sexes. Variations
of mean a-ETK are very small (111-113%) as previously
reported (I, 4, 20, 21), with no difference between men and
women. However, the measurement of «-ETK seems less
sensitive than that of ETKA™ (19, 23).

The mean values for ¢-EGR in our series are lower than
those of the Heidelberg and Basel study (1) (101-111%),
although the same difference by sex appeared.

We assessed folate status in plasma, erythrocytes, and
whole blood after hemolysis. We observed no difference
between the sexes for mean reference values of plasma and
erythrecyte folate. The lower value for whole-blood folate in
women can probably be attributed to their lower hemato-
crits. The mean values published depend on the technique
used (microbiological or radicimmunoassay) and range from
4.7t0 7.0 ng/L in plasma, 230 to 347 ug/L in erythrocytes (2,
24-26). Contrary to others (27)12 we found no relationship
between whole-blood folate and dietary intake of folate.

In our study, values for plasma retinol were close to those

13 Hercberg S, Galan P, Soustre Y, et al. Iron and folacin status of
pregnant women: relationships with dietary intakes (unpublished
observation).
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Table 2. Reference Intervals for Vitamin before (A} and after (B) Subject Selection According to Dietary Criteria

Men Women
Percentiles Percentiles

N Mean sD 5 50 95 N Mean SD 5 50 95

ETKA™, U/L of erythrocytes | A2 188 172° 30 122 173 225 172 160 36 114 157 222

. B 15 175 29 127 175 222 15 171 47 97 159 230
a-ETK, % A 188 113.2¢ 7.1 1010 1142 128.6 172 11341 8.3 1007 113.2 129.8
B 14 1146 7.4 1050 1140 128.2 15 108.0 6.4 1004 111.0 122.3
Vitamin B2 («-EGR), % A 189 97.1% 4.3 92.0 97.4 106.2 173 g99.2 4.8 92.5 99.1 108.2
B 51 97.3¢ 3.9 91.7 96.7 104.5 62 98.9 4.1 92.1 98.7 107.1

Folate

Plasma, g/l A 189 6.8 2.9 3.2 6.9 13.0 173 6.8 3.1 3.2 6.7 13.2
B 33 7.2 2.5 2.8 7.3 10.0 28 7.8 3.6 3.3 7.3 13.6

Whole-blood, ug/L A 189 142° 45 70 135 228 173 119 42 54 115 194

B 33 142 54 53 147 237 26 126 46 66 120 188

Erythrocyte, ug/l A 189 299 96 146 282 475 173 282 100 124 265 458

B 34 305 123 114 290 486 27 298 106 153 287 431

Plasma retinol, ug/L. A 186 6067 115 417 609 820 173 456 90 316 449 611

. B 102  606° 114 405 608 801 129 45t 81 327 442 588

Plasma beta-carotene, upg/l. A 186 463° 291 127 407 1057 173 566 293 235 490 1040

B 104 5029 299 160 433 1090 128 587 250 267 513 1050
Plasma vitamin E, mg/L A 186 10.0 22 6.6 10.0 143 173 9.8 2.0 6.5 9.7 135
B 64 10.0 2.7 6.4 10.0 19.1 23 9.7 1.8 7.1 8.9 16.0
Plasma 25-OH-vitamin D, ug/l. A 38 147 8.0 3.2 15.4 29.9 36 15.7 7.9 4.6 16.6 27.4

#A, reference group; B, subgroup with intakes exceeding the limits specified in Table 1.
bed Significantly different (°p <0.001, ¢p <0.01, 9 p <0.05) from the corresponding mean for women,

observed in the literature, i.e., 550 to 970 ug/L (I, 28-30).
We found a significant difference between values for men
and women, confirming previous reports (28, 31), but no
effect from dietary intake of vitamin A, just as others have
reported (31, 32).

Beta-carotene values ranged from 463 ug/L in men to 566
pg/Li in women, with a significant difference between sexes.
The usual mean values given by other authors vary consid-
erably: from 350 to 1950 wg/L (I, 3, 33). Contrary to our
findings, neither Willett et al. (31) nor West and Ash (3)
noted a difference in values between men and women, We
found plasma beta-carotene status to be linked to dietary
intake, but not significantly so. Some investigations point
out that massive doses are capable of tripling the concentra-
tion of circulating pro-vitamin A (32).

Our data for vitamin E agree with the mean values
published, i.e., 7.7 to 12.7 mg/L (I, 34, 35). Previous data,
with values often less than 10 mg/L, are concerned with
total tocopherol, whereas modern methodology can distin-
guish between alpha- and beta-tocopherol. We found an
increase of the upper reference limit for plasma tocopherol
in the subgroup with a higher dietary intake of vitamin E.
Willett et al. (31), however, reported a relationship between
circulating vitamin E and dietary intake. Like Desai and
Lee (36) and Lewis et al. (37), we noticed no significant
difference between values for men and women. Other impor-
tant sources of variation, apart from those taken into
account in this study, are age (34, 36, 37) and the concentra-
tion of plasma lipids: cholesterol, triglycerides, and lipopro-
teins (36-38). The ratio for tocopheroltotal lipid has been
suggested as being a more reliable index of vitamin E status
than just tocopherolemia (38, 39).

The concentration of 25-hydroxyvitamin D varies accord-
ing to the time of year (40, 41) and is directly related to
hours of sunshine, which is an important factor when one is
interpreting results of vitamin D dosages. The usual mean
values found in the literature vary widely, from 12 to 65 ug/
L (1, 42, 43), owing to the wide range of methods used. Our
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measured vitamin D concentrations are close to the lower
reported concentrations.

During the determination of reference limits for vitamins
B1, B2, E, retinol, beta-carotene, and folate in blood, the
dietary intake based on recommended dietary allowances
does not seem to be a useful criterion of selection. Only few
subjects had higher vitamin intake than those recommenda-
tions, Moreover, the reference intervals obtained were not
significantly different from those obtained on the basis of
the classical selection criteria (sex, age, alcohol, drugs,
tobacco, obesity, diseases, ete.). Thus the amount of vitamin-
ic dietary intake seems to affect the biological values only
moderately.

This work was supported by grants from the Centre National de
Coordination des Etudes et Recherches sur la Nutrition et 'Alimen-
tation, the Delegation Générale & la Recherche Scientifique et
Technique, the Fédération Francaise pour la Nutrition, and the
Caisse Nationale d’Assurance Maladie. We thank Prof. Brubacher
and Dr. Vuilleumier of Hoffmann-La Roche, Basel, for the vitamin
B2, E, retinol, and beta-carotene analyses.
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Dietary behavior of French men according to alcohol drinking pattern
Herbeth B, Didelot-Barthelemy L, Lemoine A, Le Devehat C
J Stud Alcohol 1988,49:268-272

Cette publication est issue de I’étude ESVITAF et porte sur I’échantillon de 216 hommes de
18 a 44 ans recrutés au Centre de Médecine Préventive de Vandoeuvre. Un nouveau codage
des aliments du semainier et une analyse statistique supplémentaire ont permis d’étudier plus
précisement le comportement alimentaire li€ a la consommation d’alcool : détail des boissons
consommeées, regroupement des aliments par catégories, apports en énergie et macro-
nutriments et apports en vitamines et fer. Pour les besoins de I’analyse, 1’échantillon a été
divisé en 3 groupes de consommation : 128 témoins (< 43 g/j d’alcool pur), 47 buveurs
modeérés (44-87 g/j) et 41 gros buveurs (= 88 g/j).

Les 3 groupes différent significativement en qui concerne l’dge et la catégorie socio-
professionnelle (CSP) : les buveurs sont plus agés que les témoins et comptent moins de
cadres et professions libérales et plus d’ouvriers. Cette différence de structure d’age et CSP
justifie ’ajustement des analyses statistiques.

C’est le vin qui apporte la majorité des apports alcooliques pour les 2 groupes de
buveurs (environ 75 % de I’alcool ingéré), suivi par la biere (14 a 19 %), les apéritifs et
spiritueux (6 a 11 %) et le cidre (moins de 1 %). Les proportions consommeées des différentes
boissons alcooliques ne different pas significativement entre buveurs et t€émoins.

Les buveurs modérés et les gros buveurs consomment significativement plus de viande et de
produits dérivés, de pain et produits apparentés, de légumes secs et de pommes de terre que
les témoins petits buveurs. En revanche, ils absorbent moins de boissons non alcoolisées et
moins de lait, yaourts, légumes cuits, fruits crus et cuits, patisseries et produits sucrés. Les
apports énergétiques totaux sont plus élevés chez les buveurs que chez les témoins ; les
apports énergétiques sans I’apport alcoolique n’étant pas significativement différents entre les
3 groupes. L apport alcoolique semble simplement s’additionner a une ration de base due aux
protéines, glucides et lipides. La part des lipides et des protéines dans la ration calorique
(alcool excepté) est significativement plus élevée dans les 2 groupes de buveurs
comparativement aux témoins, en revanche, la part des glucides est plus faible. En ce qui
concerne les micronutriments, les buveurs modérés et les gros buveurs ont des apports
significativement plus importants en folates et fer que les témoins et des apports en vitamines
A et C plus faibles. Les apports en vitamines B1, B2, D et E ne sont pas significativement
différents entre les 3 groupes.

Les différences de comportement alimentaire entre buveurs et témoins sont retrouvées méme
apres ajustement sur 1’age et le statut socioprofessionnel et semblent spécifiquement liées a la
consommation de boissons.

Malgré les difficultés de comparaison de nos résultats avec ceux de la littérature, en
particulier celles liées aux différences culturelles de comportement d’alcoolisation, aux types
de sélection des populations et aux outils de recueil des données alimentaires, on retrouve
globalement chez nos buveurs des grandes tendances. L’apport calorique di a I’alcool vient
simplement s’additionner a I’apport de base venant des macronutriments, sans en remplacer
une partie. Le comportement alimentaire associé a la prise de boissons alcoolisées est plus
traditionnel et plus €loigné des recommandations diététiques : plus de viande et produits
carnés, de pain, de légumes secs et de pommes de terre, moins de laits et yaourts, de fruits et
légumes et de produits sucrés. En terme d’apports nutritionnels, ceci se traduit par une ration
journaliere plus riche en lipides et plus pauvre en glucides, vitamines A et C.
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Dietary Behavior of French Men According to Alcohol

Drinking Pattern*
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ABSTRACT. Relationships of alcoho! consumption with diet were
studied in 216 French men aged 18-44. The sample was divided
on the basis of alcohol intake in the preceding 7 days: controls (<
43 g/day), moderate drinkers (44-87 g/day) and heavy drinkers
(88-200 g/day). Moderate and heavy drinkers consumed more meat
and meat products, bread and toast, dried vegetables and potatoes
than controls but fewer nonalcoholic drinks and less milk, yogurt,
cooked vegetables, raw and cooked fruits, pastries and confec-
tioneries, Total energy intake was higher in drinkers than in con-

trols but nonalcoholic energy intake was not significantly different;
alcohol was simply added to food intake. Moderate and heavy
drinkers consumed significantly less carbohydrates but more fat
and protein than controls. Vitamins A and C intakes were lower
in the moderate and heavy drinkers than in controls but folate and
iron intakes were higher. The differences in dietary habits between
controls and drinkers were not related to age nor to socioprofessional
status since after adjustment for these two parameters the same
relationships were still found. (J. Stud. Alcohol 49: 268-272, 1988)

HE RELATIONSHIPS between alcohol consump-
tion and diet are complex and are influenced by
many factors, such as alcohol intake level, sociocultural
and socioeconomic status. Nutritional deficiencies are
common in alcoholic patients with high alcohol consump-
tion (Bunout et al., 1983; Hurt et al., 1981). In samples
of middle class drinkers or in the general population,
studies generally agree that alcohol derived energy is
added to the diet and does not replace energy derived
from other nutrients: protein, fat and carbohydrate (Bebb
et al., 1971; Fisher and Gordon, 1985; Jones et al., 1982;
Gex-Fabry et al., personal communication, 1987). But
the data are somewhat controversial. According to two
studies (Barboriak et al., 1978; Hillers and Massey, 1985)
the total energy intake (alcohol included) does not differ
between drinkers and nondrinkers and as alcohol con-
sumption increases, there is a decrease of energy derived
from protein, fat and carbohydrate and therefore of the
nutritional quality of the diet.
The purpose of the present study is to describe, ac-
cording to alcohol intake, and taking into account age
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and socioprofessional status, the dietary behavior of
a sample of men in apparent good health who live in
eastern France.

Method

A group of 216 men aged 18-44 were sampled non-
consecutively from the files of the Lorraine population under
the general administration of the Social Security. The sub-
jects were invited with their families for a 5-year health check-
up at the Center for Preventive Medicine in Nancy-
Vandoeuvre. The 216 men who gave informed consent were
selected according to the following criteria: French by birth,
no special diet, no medical treatment, no acute or chronic
illness and no surgical or medical history likely to modify
their nutritional or endocrine status, smoking less than 20
cigarettes a day and having a Lorentz ponderal index (PI)
under 1.30. PI = weight (kg)/[height (cm) — 100 ~ (height
(cm) — 150)/4).

Dietary information was collected by means of a 7-day pro-
spective survey. After selection each person received a 7-day
diary upon which he noted his daily food and beverage con-
sumption and the quality, quantity, origin and method of
preparation and cooking of the food. On the morning of
the eighth day, a dietician interviewed each subject for details
on seasoning, drinks, cooking and the use of fresh or canned
products and recorded this information expressed in quan-
tity of food ingested per day. From this 7-day collection of
information, daily quantities of food and beverage consumed
and daily intake of energy, macronutrients, iron and vitamins
were calculated, using a computerized food composition table
(Lemoine et al., 1986) based on the McCance and Wid-
dowson’s table (Paul and Southgate, 1978).
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TaBLE 1. Age and socioprofessional status of the three groups

Moderate Heavy
Controls drinkers drinkers
Age (mean = SD) 299 6.1 314 +£49 340 % 7.1
Socioprofessional status,
in percent
Self-employed and
management 31 18 8
White-collar workers 27 35 31
Manual workers 42 47 61

For analysis, the sample was divided into three groups ac-
cording to daily alcohol consumption: controls (0-43 g, NV
= 128), moderate drinkers (44-87 g, N = 47) and heavy
drinkers (88-200 g, N = 41). The two cut off points of 44
and 88 g corresponded to the consumption of % litre and
1 litre respectively of wine with an average alcohol concen-
tration of 88 g/l (i.e., 11% in volume). The differences be-
tween the three groups were assessed by comparing the
distribution means by Student’s ¢ test or using the Wilcoxon’s
test when the distributions were not Gaussian. Since the two
groups of drinkers differed significantly from contro} groups
(Table 1) for two variables which are usually associated with
dietary behavior (i.e., age and socioprofessional status), rela-
tionships between alcohol and diet were studied after adjust-
ment for these two parameters with the Boyd and Doll (1954)
method. For each dietary variable (foods, beverages and
nutrients) the KHI2 test of independence was used on con-
tingency tables with three lines and three columns. The three
lines corresponded to the three groups of subjects based on

alcohol consumption, the 3 columns to the three tertiles, based
on the studied variable distribution for the 216 subjects. For
example, the limits of total energy intake tertiles were: 3000
Kcal or less, 3000 to 3600 Kcal and 3600 Kcal or more.

Results

Moderate and heavy drinkers obviously consumed
more alcoholic drinks (wine, beer, aperitifs and dis-
tilled spirits) than controls (Table 2) and the propor-
tion of wine in relation to total alcoholic intake was
high for both drinking groups (74.8% of daily alcohol
intake), whereas the proportion of beer (13.5% for
moderate drinkers, 19% for heavy drinkers) and
aperitifs/distilled spirits (10.9% and 6.1% respective-
ly) was much lower and that of cider was insignificant
(less than 1%). The respective proportions of alcohol
intake of the four beverage types did not differ
significantly between drinkers and nondrinkers. Except
for coffee, controls consumed more nonalcoholic drinks
than drinkers, the difference being significant only for
water, fruit and vegetable juices and milk. Coffee con-
sumption was higher among drinkers but the difference
was not significant. However, the overall liquid con-
sumption (milk included) was higher in drinkers.

Table 3 presents the daily food consumption of the
three groups. Moderate and heavy drinkers ate more
meat and meat products, pork, bread and toast, dried
vegetables, potatoes and sugar than controls but less
yogurt, cooked vegetables, raw and cooked fruits,

TaBLE 2. Daily beverage consumption (ml) according to alcohol drinking pattern

Daily beverage consumption®?

KHI2 test significance

Adjustment for

Moderate Heavy Without Adjustment socioprofessional
Controls drinkers drinkers adjustment for age status
Alcoholic
Wine 129 + 158 566 + 212t 913 + 338% =< .00t = .001 =< .001
(%)° 66.9 £ 32 74.8 £ 21.8 74.8 + 17.2 .480 .451 443
Beer 92 + 212 193 + 2617 504 + 493% =< .001 = .001 =< .001
(%) 18.6 + 27.7 13.5 + 20.1 19 £ 15.9 .290 310 312
Cider 3+ 35 17 + 65 1 +7 .666 .603 .681
(%) 2.8 £ 13.2 0.8 + 3.1 0.1 + 0.2 440 .460 451
Aperitifs, spirits 549 21 + 25t 23 + 23% =< .001 =< .001 = .001
(%) 11.7 £ 20.% 10.9 + 12 6.1 £ 6.1 512 531 491
Nonalcoholic
Water 592 + 430 302 + 350% 172 = 317% =< .001 = .001 =< .001
Soda and limeades 29 + 106 4 + 22 14 + 43 315 510 .230
Fruit and vegetable juices 21 + 46 12 + 63¢% 7 + 38 .005 .007 .012
Tea 19 + 49 11 + 40 i1 = 50 541 .530 .523
Coffee 234 £ 208 294 + 209 340 + 326 283 .245 231
Infusion 19 + 112 17 £ 75 2 % 11 .240 251 231
Milk 141 + 133 102 = 107 69 = 871 .056 .087 .093
Total 1284 + 554 1539 + 564* 2056 + 800t < .001 =< .001 =< .001
?Mean + SD
b Wilcoxon’s test, differences vs controls, *p < .05. tp =< .0l. tp =< .00l

¢ Percentage of alcohol consumption
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TasLE 3. Daily food consumption in grams according to alcoho! drinking pattern

Daily food consumption®?

KHI2 test significance

Adjustment for

Moderate Heavy Without Adjustment  socioprofessional

Controls drinkers drinkers adjustment for age status
Yogurt 34 + 53 14 + 261 9 + 22% .003 .004 =< .001
Cheese 62 + 45 66 + 43 64 + 42 .900 961 931
Eggs 24 = 17 19 + 16 27 £ 29 .539 .591 .578
Meat, organs, poultry 139 + 61 167 + 60t 150 + 68 .007 .007 016
Pork-buicher’s meat 52 + 33 60 + 36 72 + 38% 162 154 .186
Fish 24 £+ 22 34 + 37 26 + 29 2717 .260 .401
Bread, toast 163 £ 79 192 + 131* 199 + 107 .092 063 125
Pasta, other cereal products 91 + 58 77 + 51 71 + 52 .661 714 793
Dried vegetables 20 + 31 28 + 20% 37 + 397 011 .017 .008
Potatoes 112 £ 71 123 £ 76 139 + 82* 109 .099 .064
Raw vegetables 60 + 45 69 + 52 61 + 47 243 364 .351
Cooked vegetables® 112 + 71 105 £ 72 81 + 46* .031 043 104
Raw fruits 124 + 108 74 + 681 61 + 671 .059 063 134
Cooked fruits 21 + 38 11 £ 16 8 + 17 517 367 311
Vegetable oils 22 + 13 24 + 14 26 + 14 275 .360 197
Margarine 8 x 10 11+ 11 20 + 11 126 138 .059
Other animal fats 26 = 18 29 + 13 28 + 19 .266 199 237
Pastries 93 + 62 76 £ 51 46 + 52% .001 007 004
Sugar 19 + 14 24 + 13* 24 + 20 099 120 234
Honey, jams, sweets 19 + 22 19 £ 29 7 + 15% < .001 = .001 .008
“Mean *+ SD (g)
b Wilcoxon’s test, differences vs controls, *p < .05. tp < .0l. 1p =< .00l

¢ Other than potatoes

pastries and confectioneries, differences being signifi-
cant for moderate and/or heavy drinkers.

In Table 4, both drinking groups had higher total
energy intake (alcohol included) than controls because
of the drinking groups’ high level of alcohol consump-
tion. Energy derived from protein, fat and car-

bohydrates did not differ significantly between drinkers
and nondrinkers (130 to 140 Kcal). Expressed as a
percentage of nonalcoholic energy, total lipid intake in-
creased and carbohydrates intake decreased in drinkers.
Moderate drinkers ate less polyunsaturated fat.
Vitamin A intake among heavy drinkers and vitamin

TaBLE 4. Daily energy and macronutrients intake according to alcohol drinking pattern

Daily energy and macronutrients intake?

KHI2 test significance

Adjustment for

Moderate Heavy Without Adjustment socioprofessional

Controls drinkers drinkers adjustment for age status
Total energy (Kcal) 3093 £ 529 3569 + 564% 3897 + 720% =< .001 =< .001 = .,001
Nonalcohol energy (Kcal) 2986 + 521 3116 =+ 526 3126 + 697 .560 .560 .545
Protein (g) 102 £ 19 109 £ 16* 106 + 23 .020 .024 .031
(%) 13.8 + 1.9 14.2 + 1.8 13.6 £ 1.8 257 .257 .264
Carbohydrates (g) 305 + 70 296 + 75 290 + 88 378 378 .579
(M) 40.7 = 4.8 37.9 + 5.4% 36.9 £ 5.5% =< .001 = .001 .001
Total fat (g) 151 + 29 165 + 33t 171 + 39% .00s = .001 .013
(%) 455 + 4.6 47.8 + 5.1t 49.4 + 4.9% =< ,001 =< .001 .001
Saturated fat (%)4 42.8 + 5.7 44.3 + 5.6 42.1 + 5.9 .547 .546 .644
Monounsaturated fat (%)? 39.5 + 5.8 40.8 + 5.7 40 + 6.4 526 .526 352
Polyunsaturated fat (%)9 17.6 = 7.3 14.8 = 5.5* 17.8 + 6.5 130 131 162
Alcohol (g) 15 £ 13 65 + 13% 110 £ 17 =< .001 = .001 = .00!
Fiber (g) 55+ 23 5.3 £ 2.1 5.6 + 2.1 .528 .530 465
? Mean + SD
5 test, differences vs controls, *p < .05. fp < .0l. tp = .00l

¢ Percentage of nonalcohol energy
4 Percentage of total fat energy
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C intake in both groups of drinkers were lower than
in controls (Table 5). On the other hand, iron and
folate intakes were higher among drinkers.

Using the KHI2 test, and after adjusting for age and
socioprofessional status, the same relationship between
dietary behavior and alcohol consumption was found
except for cooked vegetables and folate intake.

Discussion

The moderate and heavy drinkers involved in our
study had typically French drinking habits, with wine
representing about 75% of the total amount of alcohol
ingested, beer about 15%, aperitifs and distilled spirits
about 8% and cider less than 1%. This behavior, which
hardly differed between drinkers and nondrinkers, is
quite similar to that noted for the French population
in general, according to sales and production statistics
for 1980 (63% wine, 14% beer) (Comité de Défense
contre 1’Alcoolisme, 1982). Our typical drinker
therefore had a drinking pattern different from that
of the typical North American whose drinks have a
higher concentration of alcohol (Windham et al., 1983)
and from that of the typical German drinker who
drinks more beer (Arab et al., 1982).

Overall energy intake was significantly higher in the
two drinking groups than in the controls, findings that
are consistent with earlier studies from the United
States, West Germany and France (Arab et al., 1982;
Bebb et al., 1971; Fisher and Gordon, 1985; Jones et
al., 1982; Pequignot, 1981; Windham et al., 1983).
Nonalcohol derived energy, on the other hand, hardly
differed between drinkers and controls; with an increase
of about 130-140 Kcal for drinkers due to a higher
intake of fat and protein. Alcoholic intake seems
therefore to add on to energy intake derived from pro-
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tein, carbohydrates and fat, regardless of alcohol con-
sumption level. These results thus confirm the conclu-
sions drawn by Bebb et al., (1971), Fisher and Gor-
don (1985) and Jones et al. (1982) in the United States
and Gex-Fabry et al. (personal communication, 1987)
in Switzerland. In Brittany, Pequignot (1981) showed
a positive correlation between alcohol consumption and
nonalcoholic energy intake. Identical dietary behavior
was also noted in Greek students (Cowan et al., 1985).
Controls had higher intake of carbohydrates in both
absolute and relative terms in spite of the decreased
consumption of bread, potatoes and dry vegetables. In
fact, the control group consumed more pasta, cereals,
raw and cooked fruits, pastries, honey, jams and sweets
than the drinking groups. Fat intake however was
higher in drinkers, who ate more meat products and
therefore more fat, whereas the quantities of season-
ing lipids ingested (vegetable oils, margarine and animal
fats) did not vary according to alcohol consumption.
This particular behavior—increase of fat and reduction
of carbohydrates, especially sucrose—was observed in
France in 1960 among minors (Bresard and Gomber-
vaux, 1962) and in the United States (Fisher and Gor-
don, 1985; Jones et al., 1982).

Vitamin A and C intake was lower in drinkers than
in controls because the drinking groups consumed less
raw and cooked fruit, fruit and vegetable juices,
vegetables, milk and yogurt. On the other hand, iron
and folate intake incyeased with alcohol consumption.
The increase in iron intake was probably due to the
large amount of wine ingested. This difference in
behavior between drinkers and controls is not explained
by age or by socioprofessional status, which are dif-
ferent for each of the three groups.

The present findings are, naturally, specific to the
sample selected and the method used (men of Lorraine

TanLE 5. Daily vitamins and iron intake according to alcohol drinking pattern

Daily vitamins and iron intake®?

KHI2 test significance

Adjustment for

Moderate Heavy Without Adjustment socioprofessional
Controls drinkers drinkers adjustment for age status
A Total (RE ug)® 1471 + 747 1399 + 752 1135 + S17% 352 352 354
Retinol (%)d 52.2 £ 19.9 55.1 £ 20.5 50.6 + 22.4 144 .144 151
Bl (mg) 1.19 + .26 1.22 + .29 1.23 + .39 192 .191 187
B2 (mg) 1.67 = .52 1.72 £ .49 1.62 = 43 220 219 233
C (mg) 73 + 42 57 £ 27* 53 + 27% .005 .006 004
D (ug) 4.4 + 34 5.2 + 3.8 4.7x 33 199 203 .200
E (mg) 10.2 + 2.5 10.8 + 3 10.9 + 3.2 570 567 .200
Folate (ug) 186 + 93 199 + 79 213 = 98 .025 025 122
Iron {(mg) 153 + 3.4 19.4 + 3.8% 202 + 6.7¢ < .00! = .001 < .001
2 Mean + SD
b ¢ test, differences vs controls, *p < .05. tp < .0l. fp =< .00l

“RE (ug) = retinol (ug) + beta-carotene/6 (ug)
9 Retinol (%) = retinol (ug) / RE (ug)
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attending a health check-up, 7-day prospective survey).
Effcctively, the relationships between alcohol consump-
tion and diet are complex and influenced by many fac-
tors which must be taken into account during results
interpretation and literature analysis. First, the
sociocultural characteristics of the country or region
where the study takes place (e.g., dietary and drinking
habits, types of drinks consumed). Second, the way the
samples are selected (e.g., whether it is a random sam-
ple drawn from a particular region, a group of
hospitalized alcoholics or alcoholics in a treatment unit,
or workers). Depending on the type of sample, great
differences in drinking habits, alcoholization-level and
dietary behavior may occur within the same
sociocultural entity. These differences are in part linked
with the subject’s socioeconomic status. Third,
methodology related factors may influence the results
obtained (e.g., the type of dietary survey carried out,
the degree of precision in alcohol consumption measure-
ment), For example, in a 24-hour dietary recall (Arab
et al., 1982; Jones et al., 1982) occasional drinkers may
not be detected. It is often difficult therefore to
transpose results obtained on one particular sample, us-
ing a specific method, onto another sample, without
taking these factors into account.

Regardless of age and socioprofessional factors, the
two groups of drinkers had dietary behavior that is
more traditional in the East of France than that of the
control group. The men in the drinking groups were
mainly wine drinkers and ate more meat and meat pro-
ducts, bread, dry vegetables and potatoes than the con-
trols but they consumed less milk, yogurt, cooked
vegetables, raw and cooked fruits, pastries and con-
fectionery, fruit and vegetable juices. Energy derived
from alcohol was simply added to the normal dietary
intake in drinkers and they consumed less car-
bohydrates, vitamins A and C and more fat, folate and
iron.
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Plasma fat-soluble vitamins and alcohol consumption
Herbeth B, Didelot-Barthelemy L, Lemoine A, Le Devehat C
Lettre a l'éditeur : Am J Clin Nutr 1988;47:343-344

Les donnees de I’étude ESVITAF ont permis d’apporter un éclairage nouveau sur les relations
entre la consommation d’alcool et la concentration des vitamines liposolubles dans le plasma.
Cette lettre a I’éditeur fait suite a un travail finlandais montrant que les buveurs excessifs
avaient des niveaux de rétinol circulant plus élevés que les non buveurs et, au contraire, des
niveaux de B-carotene plus bas. Selon cette équipe, ce phénomene pouvait étre di a des
apports alimentaires en vitamine A différents selon la consommation d’alcool.

Nos données sont issues de |’échantillon d’hommes recrutés au Centre de Médecine
Préventive : 121 témoins (0-43 g/j d’alcool), 43 buveurs modérés (44-87 gfj) et 37 gros
buveurs (= 88 g/j). Nous avons présenté également dans cette lettre les résultats pour la
vitamine E.

Chez les buveurs, les concentrations de rétinol et d’a-tocophérol plasmatiques sont
significativement plus élevées que chez les témoins, contrairement aux concentrations de
[B-caroténe. Par régression multiple, en tenant compte des autres facteurs de variation (lipides
plasmatiques, apports alimentaires, age et corpulence), on constate que la consommation
d’alcool a un effet indépendant sur les concentrations de rétinol et de 3-carotene mais pas sur
la vitamine E plasmatique.

C’est suite a ces premiers résultats que nous avons initié une nouvelle étude sur 1’alcool,
incluant des sujets alcooliques en cure de sevrage et un nombre d’indicateurs biologiques de
statut pro- et antioxydant plus €levés.
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Plasma fat-soluble vitamins and alcohol consumption

Dear Sir:

In a recent article Rissanen et al (1) reported higher
serum retinol levels in Finnish excessive drinkers than in
control subjects but lower levels of S-carotene. According
to these authors, this indicated differing sources of cir-
culating vitamins in the two groups. In this study a-to-
copherol levels were not different between drinkers and
control subjects. For retinol and S-carotene other authors
obtained similar resulits (2, 3) but without explanation.

We would like to present results that could clear up, in
part, relationships among fat-soluble vitamins (retinol,
carotenoids, and vitamin E), alcohol consumption, and
variables associated with alcohol drinking pattern, ie, age,
ponderal index, plasma lipids, and dietary intakes. Plasma
retinol, carotenoids, and vitamin E (4) were assessed on
a sample of French males aged 18-44 v selected in the
Centre for Preventive Medicine of Nancy-Vandoeuvre by
the following criteria: no special diet, no medical treat-
ment, no acute or chronic illness, no surgical or medical
history, smoking < 20 cigarettes/d, and Lorentz ponderal
index < 1.30.

The sample was divided into three groups according to
daily alcohol consumption: control subjects (0-43 g, n
= 121), moderate drinkers (44-87 g, n = 43), and heavy
drinkers (88-200C g, n = 37) (Table 1). Retinol and vitamin
E levels were higher in drinkers than in control subjects
but levels of carotenoids were lower. To explore interre-
lationships between plasma fat-soluble vitamins and the
variables that were associated with alcohol drinking pat-
tern, stepwise multiple regression analysis was employed.
For each vitamin, plasma concentration was the depen-

TABLE 1
Plasma retinol, carotenoids, and vitamin E according to alcohol
consumption (mean + SD)

Subjects
Moderate Heavy
Control drinker drinker
0-43 g/d 44-87 g/d 88-200 g/d
Retinol
(ug/L) 598 + 119 741 + 175* 758 + 168*
(umol/L) 2.09 = 0.415 2.59 = 0.610 2.65 + 0,586
Carotenoids
(ug/L) 462 + 266 328 = 2031 245 + 201*
Vitamin E
(mg/L) 10.2 £23 11.7 £ 2.6* 124 + 3,1*
{(umol/L) 23.7+353 272 £6.0 288+72

* p < 0.001, Student’s 7 test, different from control subjects.
1 p < 0.01, Student’s ¢ test, different from control subjects.

dent variable and age, ponderal index, plasma cholesterol,
plasma triglyceride, vitamins intake, energy intake, and
alcohol consumption were the independent variables
(Table 2). Alcohol intake was an independent significant
predictor of plasma retinol and carotenoids, but not of
vitamin E. Vitamin A intake was significantly associated
with plasma concentration only for carotenoids. The other
variables associated in the multiple regression analysis
were cholesterol, triglyceride, age, ponderal index, and
energy intake.

TABLE 2
Predictors of plasma retinol, carotenoids, and vitamin E in stepwise multiple regression analysis
Retinol Carotenoids Vitamin E
Variable Coeflicient (SD) p Variable Coefficient (SD) p Variable Coefficient (SD) p

Alcohol consumption
Plasma cholesterol

90.4 (14.4) < 0.001

1.01 {0.26) < 0.001

1.95 (0.95) < 0.05
315.6 (95.8)

Plasma tnglyceride
Alcohol consumption
Ponderal index
Intercept Energy intake
Intercept

Multiple R? = 0.38

. YVitamin A intake (RE)*

Multiple R = 0.23

0.85 (0.13) < 0.001

1.23 (0.21) < 0.001

0.07 (0.02) < 0.001
0.041 (0.001) < 0.001
~1.49 (1.43)
Multiple R?* = 0.55

—2.77 (0.44) < 0.001  Plasma cholesterol
60.0 (14.9) < 0.001  Plasma triglyceride
0.066 (0.023) < 0.005 Age
0.056 (0.028) < 0.005 Ponderal index
—88.3(122.9) Intercept

* Retinol equivalent.

Am J Clin Nutr 1988;47:343-344. Printed in USA. © 1988 American Society for Clinical Nutrition
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Effect of alcohol consumption on blood antioxidant nutrients and
oxidative stress indicators
Lecomte E. Herbeth B, Pirollet P, Chancerelle Y, Arnaud J, Musse N, Paille F, Siest G, Artur Y
Am J Clin Nutr 1994:60:255-261

Les effets toxiques de ’alcool sur les tissus, en particulier le tissu hépatique, peuvent étre en
partie attribués aux radicaux libres générés au cours de son métabolisme. Chez I’alcoolique ou
le buveur excessif, les systémes antioxydants d’origine exogeéne (alpha-tocophérol, acide
ascorbique, caroténoides, sélénium,...) ou endogenes (superoxyde dismutase, glutathion
peroxydase, catalase,...) sont susceptibles de jouer un role important. En effet, une
perturbation de ces systemes protecteurs, notamment une carence en micronutriments
antioxydants consécutive a des apports insuffisants, a un métabolisme modifié ou a des
activités enzymatiques diminuées, peut favoriser les dommages cellulaires li€és aux
phénomenes de peroxydation lipidique, mais également I’oxydation des lipoprotéines,
phénomene renforgant leur pouvoir athérogene.

Cette etude a €té menee chez 417 témoins du Centre de Médecine Préventive (petit buveurs et
buveurs modérés) et 102 patients alcooliques exempts de pathologie hépatique, avant et apres
une cure de sevrage de 21 jours. Outre les parametres classiques du bilan de sant€, nous avons
mesuré sur ces 2 groupes, les apports alimentaires et certains indicateurs biologiques du statut
antioxydant (oa-tocophérol, acide ascorbique et sélénium plasmatiques, GPX et SOD
plasmatiques et érythrocytaires) et de stress oxydatif (malondialdéhyde, bases de Schiff
protéiques et auto-anticorps dirigés contre les adduits de malondialdéhyde aux protéines :
[g-NH,-MDA).

Pour tous les micronutriments antioxydants (vitamine E, vitamine C et sélénium), les
concentrations plasmatiques diminuent significativement avec la consommation d’alcool. En
particulier, chez les alcooliques avant cure, le niveau des indicateurs antioxydants est abaissé
comparativement au groupe témoin. En revanche, les niveaux de 2 marqueurs de stress
oxydatif sont augmentés (MDA et Ig-NH,-MDA). La cure de sevrage de 21 jours ne modifie
pas les concentrations plasmatiques de vitamine E et de sélénium et permet seulement une
diminution des 2 marqueurs de stress oxydatif (MDA et Ig-NH,-MDA) a des niveaux proches
de ceux des témoins. De fagon paradoxale, le sevrage conduit a une baisse de la vitamine C et
a une augmentation des bases de Schiff plasmatiques. Les activités de SOD et GPX
plasmatiques sont plus élevées chez les alcooliques que chez les témoins et diminuent avec la
cure de sevrage.

Méme apres ajustement sur les facteurs de confusion (tabac, indice pondéral, lipides
plasmatiques, alimentation ...), on retrouve un effet propre de la consommation d’alcool et du
sevrage sur les indicateurs biologiques du statut en antioxydants. Plusieurs mécanismes sont
impliqués dans ce phénomeéne - absorption et stockage perturbés, activation du métabolisme,
utilisation et dégradation excessives induites par les radicaux libres et la peroxydation
lipidique - et peuvent étre responsables en partie des perturbations hépatiques dues a
l'alcoolisation. Le sevrage alcoolique accompagné d’une prise en charge de 21 jours en
service hospitalier ne permet pas de restaurer le statut en vitamine E, vitamine C et sélénium.
Dans une telle situation, quel peut étre le bénéfice en terme de statut biologique d’une
supplémentation en micronutriments antioxydants a dose nutritionnelle au cours du sevrage ?
En 1994, les maigres données de la littérature ne permettaient pas de répondre a cette
question.
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ABSTRACT The effects of alcohol consumption on
plasma concentrations of antioxidant vitamins (a-tocopherol
and ascorbic acid), selenium, and markers of oxidative stress,
especially malondialdehyde (MDA) and autoantibodies di-
rected to MDA adducts to proteins (Ig-NH,-MDA) were in-
vestigated in a large population of 417 supposedly healthy
men who consumed only low or moderate amounts of alcohol
as compared with 102 alcoholic patients without severe liver
disease, who were studied both before and after 21 d of with-
drawal treatment. Plasma concentrations of a-tocopherol, as-
corbic acid, and selenium were lower in alcoholics than in men
who drank low amounts of alcohol (P = 0.001), whereas
MDA and I1g-NH,-MDA were higher (P = 0.001). Plasma
concentrations of a-tocopherol and selenium remained un-
changed after the withdrawal period, whereas ascorbic acid (P
= 0.01), MDA, and Ig-NH,-MDA concentrations decreased
(P = 0.001). Adjustment of data for circulating lipids and nu-
tritional intake suggests a specific effect of alcohol on anti-
oxidant vitamins, independent of nutritional status. AmJ
Clin Nutr 1994;60:255-61.

KEY WORDS Vitamin E, vitamin C, selenium, oxidative
stress, alcohol consumption, withdrawal, blood, nutritional
intake

Introduction

Ethanol can affect a wide range of organ systems. Some of
its effects are directly due to the action of either ethanol or its
metabolites, whereas others are related to nutritional deficien-
cies associated with alcohol intake. Some of the tissue damage
occurring in alcohol abusers may be due to generation of free
radicals during the metabolism of ethanol and subsequent lipid
peroxidation (1); concentrations of antioxidants may be in-
adequate, especially when highly reactive oxidant species are
generated in large amounts. For this reason, several authors
have attempted to study alcohol-related variations of a-to-
copherol, ascorbic acid, and selenium, which are important
factors in the defense against oxidative injury (1 —6), and those
of endogenous enzymatic antioxidants such as glutathione
peroxidase (GPX) and superoxide dismutase (SOD) (3, 5, 7—
10). The results of these investigations appear to be rather
contradictory, probably because of the restricted size of the
populations studied, and/or because of their heterogeneity
with regard to alcoho!l consumption and the extent of liver

troubles. In addition, authors have generally measured a
very limited number of antioxidant compounds and markers
of oxidative stress, and have rarely taken into account possible
confounding factors such as plasma lipids or tobacco con-
sumption.

The aim of this work was to study the blood concentrations of
antioxidant nutrients and of potential markers of oxidative stress
in a Jarge population of supposedly healthy subjects and alcoholic
patients without severe liver disease, and to compare the resuits
obtained before and after a 21-d withdrawal treatment on the
subjects in the latter group. T

Although the literature in this field is quite abundant, this study
presents some original points: the population is very large, thus
allowing a distribution of healthy subjects into two groups ac-
cording to alcohol intake; the group of alcoholic patients is ho-
mogeneous and did not include subjects with clinicgl or biologi-~
cal evidence of severe liver disease. It is interesting to note that
the effects of withdrawal have rarely been considered in previous
studies. Among the markers of antioxidant defenses, plasma con-
centrations of a-tocopherol, ascorbic acid, and selenium, and
blood activities of SOD and GPX were measured. Also examined
were the variations of potential markers of oxidative siress: ma-
londialdehyde (MDA), which is an end product of the peroxi-
dation of polyunsaturated fatty acids; autoantibodies directed to
MDA adducts to proteins (Ig-NH;-MDA); and protein Schiff’s
bases, which are an indication of the presence of these adducts.
Finally, an attempt was made to clarify the relationships between
the markers related to oxidative status and alcohol consumption,
taking into account other factors associated with alcohol-drinking
patterns, ie, age, Quetelet index, plasma lipids, dietary intake,
and tobacco consumption.

" From the Laboratoire du Centre de Médecine Préventive (URA
CNRS 597) and the Unité | 15 INSERM, Vandoeuvre-les-Nancy, France;
the Centre d'Hygiéne Alimentaire et d’Alcoologie, CHRU, Nancy,
France; the Centre.de Recherche du Service de Santé des Armées, La
Tronche, France; the Laboratoire de Biochimie C, CHRU, Grenoble,
France; and the Unité 308 INSERM, Nancy, France.

% Supported by grants from the Caisse Nationale d’ Assurance Maladie
des Travailleurs Salariés, the Haut Comité d’Etude et d’Information sur
I’ Alcoolisme, and the Ministere de la Recherche et de la Technologie.

" Address reprint requests to Y Artur, Laboratoire du Centre de Mé-
decine Préventive (URA CNRS 597), BP 7, 2 Avenue du Doyen Jacques
Parisot, 54501 Vandoeuvre-les-Nancy Cedex, France.

Received May 10, 1993,

Accepted for publication January 27, 1994.

Am J Clin Nutr 1994:60:255-61. Printed in USA. © 1994 American Society for Clinical Nutrition 255



256 LECOMTE ET AL

Subjects and methods

Population groups

The control population consisted of 417 supposedly healthy
men attending the Center for Preventive Medicine of Vando-
euvre-les-Nancy, France, for a routine check-up. These individ-
uals were identified from the files of the State Health Insurance
Fund between March 1990 and June 1991. The population was
divided into two groups: 317 low drinkers, who consumed < 33
g pure alcohol/d (X = SD = 10.6 * 9.2 g/d) and 100 moderate
drinkers, who consumed > 33 g/d (x = SD = 59.0 * 25.7 g/d).

The patients were 102 male chronic alcoholics, hospitalized
for a rehabilitation program and showing no clinical or biological
evidence of liver cirrhosis. For ethical reasons, liver biopsies
were not performed. All patients consumed excessive quantities
of alcohol until the day of hospitalization (¥ = SD = 194.3
* 140.7 g/d) and were dependent on alcohol according to DSM-
[II-R (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders, 3rd
ed, revised) criteria (11). The mean duration of alcohol abuse
was 13.2 * 8.3 y. Blood samples were taken on the morning of
arrival at the hospital and after 21 d of abstinence.

All patients and control subjects were white, and underwent a
complete medical examination and biological screening. A de-
tailed standardized interview was carried out by a trained inter-
viewer using the diet-history method (12), with particular em-
phasis on drinking history, tobacco and drug consumption, and
usual dietary intake during the previous 3 mo. None of the sub-
jects of the various groups took vitamin-mineral supplements.
Nutrient intakes were calculated by using CIQUAL’s food-com-
position table (13). All chronic alcoholic patients were ques-
tioned about their diet at the beginning and after 21 d of absti-
nence. Informed consent was obtained from the subjects. The
research protocol was approved by the Scientific Committee of
the Center for Preventive Medicine, and was in accord with the
Helsinki Declaration.

Blood samples

Venous blood samples were collected after a 12-h fast into
heparinized EDTA-containing or dry vials (Becton-Dickinson,
Rutherford, NJ) between 0730 and 0830. Subjects consuming
alcohol had not modified their drinking habits until the day before
blood sampling. The blood was centrifuged at 1000 X g for 15
min. Plasma samples for a-tocopherol, ascorbic acid, and sele-
nium determinations were promptly stored at —80 °C and sera
for MDA, protein Schiff’s bases, and IgNH,-MDA determina-
tions were stored at —196 °C until analyzed. For ascorbic acid,
plasma samples were stabilized by adding metaphosphoric acid
(5%, mass:volume) immediately after separation from the cells
(1:9, vol:vol).

Analytical methods

A reversed-phase HPLC method was used for the simultaneous
determination of retinol and a-tocopherol in plasma as described
by Rudy et al (14). Analytes were isolated by liquid-liquid ex-
traction, concentrated by evaporation and then chromatographed
onaCg, 15 cm X 4.6 mm ODS 5-pm column (Beckman Instru-
ments, Gagny, France) by using a solvent system comprising
water, methanol-ethyl acetate, and isopropanol. Alpha-tocoph-
erol was spectrophotometricaily detected at 292 nm. Standards
(a-tocopherol and a-tocopherol acetate) were purchased from

Fluka Chemie AG (Buchs, Switzerland) and solvents (HPLC
grade) from Merck (Darmstadt, Germany).

Ascorbic acid concentrations were determined by using the
method described by Deutsch and Weeks (15). GPX and SOD
activities of plasma and erythrocytes were determined in a
Cobas-Fara centrifugal analyzer (Hoffman La Roche, Basel,
Switzerland) as previously described (16). MDA was assayed
according to the fluorimetric method described by Dousset et al
(17). Ig-NH,-MDA concentrations were determined by using an
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) as previously de-
scribed (18). Schiff’s bases were evaluated by fluorescence mea-
surements, as described by Tsuchida et al (19), with a Jobin-
Yvon JY3CS spectrofluorimeter (Longjumeau, France) with ex-
citation and emission wavelengths of 400 and 466 uam,
respectively.

Serum total cholesterol, triglycerides, albumin, glucose, and
total protein concentrations, and activities of y~glutamyltrans-
ferase (GGT), alanine aminotransferase (ALT), and aspartate
aminotransferase (AST) were measured by using an AU5000
apparatus (Merck). Mean corpuscular volumes (MCV) were
determined in a Technicon H6010 analyzer (Bayer Diagnos-
tics, Paris). Apolipoproteins A-I and B were determined by
nephelemetry using the BNA analyzer and reagents from Beh-
ring (Rueil-Malmaison, France). Selenium was measured in
a randomly selected part of the total population by using
Zeeman-effect atomic-absorption spectroscopy as previously
described (20).

Statistical methods

Statistical analysis was performed with BMDP statistical soft-
ware (Los Angeles). Values of the different biological variables
were expressed as mean * SD. The statistical significance of
differences between groups was tested with the Dunnett’s pair-
wise test {(comparisons between low and moderate drinkers, or
between low drinkers and alcoholics before withdrawal) or with
t tests for paired data (comparisons between alcoholics before
and after the withdrawal). Tests were carried out on the crude
values, and after adjustment for diet (intake of vitamins E and
C) and possible confounding factors such as age, tobacco con-
sumption, and biological indexes (cholesterol; triglycerides, and
apolipoproteins A-I and B).

Results

Daily alcohol intake and types of alcoholic beverage consumed
are presented in Table 1. Consumption of alcohol was 10.6 = 9.9
and 59.0 * 25.7 g/d for the low and moderate drinkers, respec-
tively; it was 194.3 3 140.7 g/d for the alcoholics before with-
drawal and =0, after withdrawal. In comparison with low drink-
ers, the proportion of wine in relation to total alcoholic intake
was higher in moderate drinkers (P = 0.001) and the proportion
of beer was higher in alcoholics (P = 0.001). The proportion of
aperitifs and spirits was lower for moderate drinkers and alco-
holics (P = 0.001).

Values for age, Quetelet index, consumption of tobacco, and
various analytes are presented in Table 2. The markers of ex-
cessive alcohol consumption (GGT and MCV) and hepatocel-
lular injury (AST and ALT) were higher in the alcoholics than
in the low drinkers (P = 0.001), but decreased after the with-
drawal period. Total protein and albumin appeared slightly
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TABLE 1
Daily alcohol intake and types of alcoholic beverage consumed
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Control subjects

Alcoholics before withdrawal

Low drinkers (n = 317) Moderate drinkers (n = 100) (n = 102)

Pure alcohol

(MI) 0.31 = 027/ 1.73 = 0.75? 5.68 = 4.122

(kcal) 74 + 64 413 + 180° 1360 + 9857

(g) 106 = 9.2 59.0 + 25.72 194.3 = 140,72

@’ 8.4 (0.0-32.5) 51.2 (33.6-172.6) 166.5 (52.0-723.5)
Wine

(mL) 78 + 120 397 = 252° 1088 + 11242

(%)* 455 % 42.5 72.4 = 25.67 50.7 = 37.7
Beer

(mL) 43 + 104 161 + 2457 1822 + 21407

(%)* 17.9 £ 299 141 + 187 43.7 * 36.1°
Aperitifs and spirits

(mL) 8+9 22+ 13 62 * 1857

(%)* 36.6 + 41.2 13.5 = 21.17 5.6 = 14.12
Nondrinkers (%)° 14.8 0.0 0.0

‘X * SD.

* Significantly different from low drinkers, P = 0.001 (Dunnett's pair-wise test).

¢ Median, range in parentheses.
* Percent of pure alcohol intake by drinkers.
’ Daily pure alcohol intake < 1 g.

lower in the alcoholic groups (P = 0.001). The variations of
triglycerides, cholesterol, and apolipoproteins A-I and B
among the different groups were complex, and withdrawal sig-
nificantly affected only apolipoproteins A-I and B. The mean
percentages of nonsmokers were 65.0%, 38.0%, and 17.2% in
low drinkers, moderate drinkers, and alcoholics, respectively.

The alcoholic patients smoked much more than did the control
subjects and even increased their tobacco consumption during
the abstinence period.

Daily dietary intakes are shown in Table 3. Energy intakes
(alcohol excluded) were significantly higher in moderate drinkers
in comparison with low drinkers (P = 0.05); variations of protein

TABLE 2
Age, Quetelet index, consumption of tobacco, and biological indexes
Control subjects Alcoholics
Low Moderate Before After

drinkers drinkers withdrawal withdrawal

(n =317) (n = 100) (n = 102) (n = 102)
Age (y) 362 % 6.7 379 = 6.1 40.5 * 8.87 \
Quetelet index’ 24.6 + 3.2 24.8 = 3.1 23.1 337 23.5 + 3.37
Tobacco (g/d) 6.1 + 10.6 10.8 = 11.6° 24.6 + 17.6° 27.6 = 19.1°
Nonsmokers (%) 65.0 38.0 17.2 16.2
Glucose (mmol/L) 5.13 = 0.63 5.39 = 0.82° 494 + 0917 5.04 £ 1.26
Cholesterol (mmol/L.) 5.67 = 0.97 6.16 *+ 1.06% 552 + 1.46 5.58 = 1.10
Triglycerides (mmol/L) 1.24 = 0.85 1.48 + 0.97 139 = 1.54 1.48 £ 0.73
Apolipoprotein A-I (g/L) 1.54 + 0.25 1.58 £ 0.24 1.76 = 0.52° 1.26 = 0.28”
Apolipoprotein B (g/L) 1.21 = 0.31 1.31 = 0.327 0.98 + 0.35° 1.23 = 0.347
Aspartate aminotransferase (U/L) 244 *+ 8.1 26,9 + 9.4 74.1 + 78.32 28.8 + 19.0%
Alanine aminotransferase (U/L) 31.0 = 18.2- 33.1 =209 56.5 £ 72.8° 33.5 = 25.7*
y-Glutamyltransferase (U/L) 39.8 = 38.7 58.9 + 43.47 294.6 x 402.72 120.6 + 123.27
Mean corpuscular volume (um®) 90.4 = 3.3 92.3 = 3.47 98.1 % 6.1°7 97.8 + 5.7
Total protein (g/L) 725 = 3.7 727 > 44 67.6 £ 5.1% 67.1 £438
Albumin (g/L) 45.1 = 1.9 452 = 1.9 409 = 3.7¢ 415 =35

'+ SD.

37 Significantly different from low drinkers (Dunnett’s pair-wise test): 2 P < 0.001,° P = 0.01,7 P =< 0.05.

4 In kg/m?,

+4 Significantly different from prewithdrawal values (paired ¢ test): * P < 0.001, * P =< 0.05.
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TABLE 3
Daily dietary intake’
Control subjects Alcoholics
Low Moderate Before After
drinkers drinkers withdrawal withdrawal
(n =317) (n = 100) (n=102) (n = 102)

Total energy

(MJ) 11.42 = 271 13.56 = 2.70? 1598 = 5.617 12.11 = 3417

(kcal) 2731 = 648 3245 » 6467 3823 + 13427 2898 + 8157
Nonaicohol energy

M) 11.11 = 2.71 11.84 = 2.44° 10.30 = 4.4] 12.11 = 341’

(kcal) 2657 + 647 2832 * 584* 2463 * 1054 2897 * 816°
Protein (%)° 17.1 £ 24 18.0 + 2.0% 15.7 £ 3.27 153 £20
Carbohydrate (%)’ 47.1£59 44,1 + 5,52 53.2 * 11.72 517 £63
Fat (%)’ 357 + 438 37.9 + 4,97 31.1 £9.6° 33.0+50
Vitamin E

(mg) 10.6 £ 39 11.8 + 447 9.3 +6.9 8.6 2.9

(mg/MT) 0.98 = 0.36 1.02 = 0.36 0.38 + 0.64 0.74 = 0.26°

(mg/1000 kcal) 41 %16 43x15 3.8 +27 3.1 1.1
Vitamin C

(mg) - 82.4 * 45.5 782 + 47.6 71.3 £ 76.8 77.2 = 64.0

(mg/MI) 7.7 *45 6.7 + 3.6 6.7 = 83 6.7+ 2.6

(mg/1000 kcal) 322 = 19.1 279 + 152 27.9 = 348 274 *+ 109

¥+ SD.

%7 Significantly different from low drinkers (Dunnett’s pair-wise test: 2 P = 0.001, * P =< 0.05.
*$ Significantly different from prewithdrawal values (paired ¢ test): 7 2 =< 0.001, ° P < 0.01.

* Percentage of nonalcohol energy.

and fat intakes were the inverse of those of carbohydrates. For
the alcoholic patients, energy intake (alcohol excluded) before
abstinence did not differ from that of low drinkers but the balance
of the various nutrients differed and significantly increased after
withdrawal (P = 0.001).

Concerning vitamin intake, the most important difference ob-
served concerned vitamin E nutrient density, which decreased in
alcoholics after withdrawal (P = 0.01). Vitamin E intake was

higher in moderate drinkers than in low drinkers but there was
no significant difference in nutrient densities, Vitamin C intake
tended to be lower in alcoholics and moderate drinkers than in
low drinkers, but the difference was not statistically significant,
This intake was not modified after the abstinence period.

The variations of plasma antioxidant vitamins and selenium
and of various markers of oxidative stress and defense systems
are shown in Table 4. In comparison with low drinkers, plasma

TABLE 4
Antioxidant vitamins, selenium, and potential markers of oxidative stress and defense systems in blood’
Control subjects Alcoholics
Moderate Before ' After
Low drinkers drinkers withdrawal withdrawal
(n=317) (n = 100) (n = 102) (n = 102)

Plasma a-tocopherol (umol/L) 29.1 79 32.2 = 8.8? 24.6 + 11.37 254 * 8.6
Plasma ascorbic acid (umol/L) 414 * 17.0 32.4 + 16.57 24.4 + 19.9° 20.4 + 16.5°
Plasma selenium (umol/L)’ 0.99 = 0.1 0.94 = 0.1 0.68 + 0.27 0.69 + 0.2
Serum malondialdehdye (umol/L) 3.2+08 3.5 +0.87 4.1 =137 3.5+ 1.0°
Serum protein Schiff’s bases (RFI) 2049 x 452 2124 = 427 2159 x 42.2 249.2 *+ 56.5°
Serum 1g-NH,-MDA (DO 10%) 232.1 *+ 126.8 2139 £ 1276 295.6 = 161.3° 251.2 = 125.1°
Erythrocyte GPX (U/g Hb) 38.1 = 14.0 352 = 10.27 3430 = 106 32.2 = 10.57
Plasma GPX (U/L) 641.4 + 135.3 617.2 £ 145.1 695.2 * 265.8* 546.1 = 162.8°
Erythrocyte SOD (kU/g Hb) 18.8 + 7.2 19.6 = 6.9 18.0 + 6.0 18.1 6.9
Plasma SOD (U/L) 28.1 = 174 295 = 157 33.0 = 22,97 29.3 + 22.49

"+ SD.

237 Significantly different from low drinkers (Dunnett’s pair-wise test); * P =< 0.01;7 P < 0.001. 7 P = 0.05.
*6 Significantly different from prewithdrawal values (paired ¢ test): * P =< 0.01, % P = 0.001.
*n =79 for low drinkers, n = 26 for moderate drinkers, and n = 102 for alcoholics.



ALCOHOL AND ANTIOXIDANT STATUS 259

a-tocopherol was slightly higher in moderate drinkers (*+10.6%,
P =< 0.01), but was lower in alcoholics (—15.5%, P = 0.001);
its concentration was not modified by the withdrawal. The dif-
ference in plasma a-tocopherol between low and moderate drink-
ers disappeared (adjusted mean values: 29.5 and 29.9 pmol/L,
respectively) and the difference between low drinkers and alco-
holics before withdrawal remained virtually unchanged (adjusted
mean values: 29.5 and 24.8 pmol/L, respectively) after adjust-
ment for plasma lipid concentrations (triglycerides and choles-
terol), apolipoproteins A-I and B, vitamin E intake, age, and con-
sumption of tobacco.

Plasma ascorbic acid was lower in moderate drinkers and al-
coholics than in low drinkers (P = 0.001) and diminished after
withdrawal (P = 0.01), although the nutritional intake of the
vitamin remained unchanged during this period, as shown in Ta-
ble 3. After adjustment for age, vitamin C intake, and tobacco
consumption, the mean concentrations of ascorbic acid were 40.3
and 32.9 pmol/L in low and moderate drinkers, respectively, and
28.4 and 19.9 pmol/L in alcoholics before and after withdrawal,
respectively. The degrees of statistical significance remained un-
changed.

No difference in serum selenium concentrations in the control
groups {(according to alcohol consumption) was found, but the
concentrations were dramatically lower in alcoholic patients.
The concentrations were not modified by the withdrawal treat-
ment. Selenium concentration was not modified by adjustment
for age and tobacco consumption. Dietary selenium data were
not available.

Plasma concentrations of MDA were higher in alcoholics and
in moderate drinkers than in low drinkers (P =< 0.001 and P
= 0.01, respectively). Autoantibodies directed against the MDA
adducts to proteins (Ig-NH,-MDA) were elevated in alcoholics
(P = 0.001) whereas protein Schiff’s bases were not modified.
After withdrawal, MDA and Ig-NH,-MDA decreased whereas
protein Schiff’s bases increased (P = 0.001).

MDA, protein Schiff’s bases and Ig-NH,-MDA concentrations
were not modified by adjustment for triglycerides, cholesterol,
age and tobacco consumption. In the alcoholics, activities of
SOD and GPX in erythrocytes were not modified but GPX di-
minished slightly after withdrawal (P = 0.01). Plasma activities
of SOD and GPX were higher among these patients than in con-
trol subjects (P = 0.05 and P = 0.01, respectively) and signifi-
cantly decreased after the abstinence period (P = 0.001).

Discussion

Because previously published data concerning variations of
blood antioxidants or markers of oxidative stress in alcoholics
were somewhat contradictory, we examined the relevant indexes
in three different populations: two groups comprised supposedly
healthy subjects who differed in their alcohol consumption, and
the other comprised alcoholics without clinical or biological ev-
idence of severe liver disease who were hospitalized for rehabil-
itation. Indeed, although they were statistically significant, de-
creases of total protein and albumin in alcoholics were of limited
amplitude.

In control subjects we observed a moderate elevation of plasma
a-tocopherol with alcohol intake, as shown previously by
Herbeth et al (21), but this difference disappeared after adjust-
ment of values for vitamin intake and plasma lipid concentra-

tions. These latter factors are important because a-tocopherol in
plasma is carried by lipoproteins (22).

In alcoholics, the lower concentration of plasma a-tocopherol
in comparison with control subjects is not significantly modified
by adjustment, because of a specific effect of alcohol on plasma
vitamin concentrations in these patients.

Indeed the concentrations of a-tocopherol in alcoholics could
be influenced, for instance, by intestinal malabsorption (23); vari-
ations in hepatic storage (1, 24); increased liver metabolism, as
shown in rodents by Hagen et al (25); or enhanced degradation
of the vitamin due to lipid peroxidation induced by alcohol (2).
Qur results are not consistent with data from other studies (3,
26), which attributed the decrease of plasma a-tocopherol in al-
coholics only to malnutrition. Our results are consistent with and
confirm those of Johansson et al (2) and Girre et al (5), because
we did not observe any significant modification of plasma a-
tocopherol concentrations after a period of abstinence of < 1 mo,
although observance of abstinence was demonstrated by the nor-
malization of liver-injury tests (eg, determination of AST and
ALT activities) and by the large decrease in GGT activity.

We found a sharp decrease of plasma ascorbic acid as a func-
tion of alcohol consumption even after adjustment of data for
confounding factors such as ascorbic acid intake and tobacco
consumption, suggesting a metabolic effect of alcohol on the
circulating vitamin. This finding agrees with data published be-
fore 1981 (27, 28), but it does not corroborate the more recent
finding of Johansson et al (2). Furthermore, the withdrawal pe-
riod led to a drop of the plasma vitamin concentration, although
the nutritional intake was not significantly modified. To our
knowledge, this phenomenon has not been previously reported.
It must be emphasized that the concentrations of plasma ascorbic
acid are more affected by alcohol intake than are those of a-
tocopherol. Such results would suggest that a-tocopherol is pre-
served to the detriment of other antioxidants such as ascorbic
acid (1).

There is a consensus in the literature concerning the lower
concentration of plasma selenium in alcoholics, even in the ab-
sence of severe hepatopathy (1--3, 5) as well as in some cases of
modest alcohol consumption (6). This decrease (confirmed by
our study) may be related to insufficient dietary intake (2, 3, 5,
6), reduced intestinal absorption (documented for many nutrients;
6), changes in plasma proteins (much of the circulating selenium
is bound to GPX and other proteins; 2), and increased require-
ments (5).

In addition, we observed no change in plasma selenium after
the withdrawal period. This finding agrees with the results of
Girre et al (5) but contradicts those of Johansson et al (2). Indeed
the restoration of whole-blood selenium concentrations after ab-
stinence seems to occur to the detriment of plasma concentrations
(5) but the total blood concentration of selenium was not assayed
in this study.

Plasma MDA, a frequently used marker of in vivo oxidative
stress, was found to increase with alcohol intake and diminish
after abstinence. This finding agrees with data published by oth-
ers {3, 29, 30). Autoantibodies to MDA adducts to proteins (Ig-
NH,-MDA) showed similar variations. whereasthe concentration
of protein Schiff’s bases increased in plasma after abstinence.
This discrepancy merits further investigation. The variations of
the potential markers of oxidative stress are probably the result
of an increased free radical activity in alcohol drinkers.



260

The results concerning blood antioxidant enzymes in control
subjects and alcoholics largely corroborate those published pre-
viously in more restricted populations (31). Plasma activities of
SOD and GPX were higher in alcoholics and significantly de-
creased after withdrawal. Conversely, erythrocyte activities
showed very limited variation in alcoholics, abstinence affecting
only GPX. Data from the literature concerning alcohol-related
variations of blood antioxidant enzymes are very confusing (31).
This may be due to the heterogeneity and the limited size of the
studied populations, but also to the fact that the observed varia-
tions are of limited amplitude.

In summary, chronic alcoholics showed high concentrations of
serum analytes, considered to reflect an increase of lipid perox-
idation phenomena, such as MDA and Ig-NH,-MDA bases,
which decreased after withdrawal. We found concomitant lower
plasma concentrations of a-tocopherol, ascorbic acid, and sele-
nium in alcoholics than in control subjects, even after adjusting
for the carrier systems and dietary intake. This suggests a poten-
tially important lack of protection against free radicals and oxy-
gen-derived reactive species, which is not only related to the
well-known interference of alcohol consumption with the nutri-
tional status, especially in fat-soluble vitamins and trace elements
(4, 32). Even in moderate drinkers, certain indexes of antioxidant
defense such as ascorbic acid were altered, whereas markers of
plasma peroxide products tended to be elevated. It seems that
consumption of alcohol is capable of generating a state favorable
to the development of oxidative stress, which could be respon-
sible for liver cell damage and participate in the development of
liver injury (30). ]
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P7 - Vitamines et alcool

The relation of alcohol consumption to serum carotenoids and retinol levels.
Effects of withdrawal
Lecomte E. Grolier P, Herbeth B, Pirollet P, Musse N, Paille F, Braesco V, Siest G, Artur Y
Int J Vitam Nutr Res 1994.64:170-175

Les interactions complexes entre le métabolisme de 1’alcool et celui du rétinol et de sa
provitamine, le B-carotene, peuvent expliquer, en partie, I’effet néfaste de ce xénobiotique sur
la fonction hépatique et au cours des processus de carcinogénese. L’éthanol et le rétinol
(également un alcool) peuvent étre métabolisés par les deshydrogénases en leur aldéhyde
correspondant. De plus, la vitamine A peut aussi emprunter la voie des cytochromes P450,
également une voie métabolique de 1’alcool et d’autres nombreux xénobiotiques. De telles
interactions sont aussi possibles avec le principal précurseur du rétinol, le B-carotene.

Les effets de la consommation d’alcool sur les concentrations de rétinol et de 5 fractions
caroténoides (oo et B-carotene, lutéine, lycopene, zéaxanthine et f-cryptoxanthine) ont été
étudiés chez 118 hommes en bonne santé du Centre de Médecine Préventive et 95 alcooliques
avant et apres une cure de sevrage de 21 jours.

En résumé, avant la cure, les alcooliques ont des concentrations plasmatiques en caroténoides
(o~ et B-carotene, lutéine, lycopene, zéaxanthine et B-cryptoxanthine) significativement plus
faibles que les témoins petits buveurs. Pour le rétinol plasmatique, il n'y a aucune différence
entre les deux groupes, alcooliques et témoins. Apres la cure de sevrage, les alcooliques
consomment plus de caroténe et rétinol. Au niveau plasmatique, les concentrations de
caroténoides augmentent et, curieusement, celle du rétinol diminue. Méme aprés ajustement
sur les facteurs de confusion potentiels (tabac, indice pondéral, lipides plasmatiques,
alimentation ...), on retrouve un effet propre de la consommation d’alcool et du sevrage sur les
indicateurs biologiques du statut en vitamine A et caroténoides.

Suite a cette premiére publication, des investigations complémentaires sur 'effet du sevrage
ont été effectuées, ces résultats n’ont pas été publiés. Avec l'arrét de 'alcool, la concentration
d’apolipoprotéine Al diminue parallelement a celle du rétinol plasmatique et de celle de la
"retinol-binding-protein” (RBP). En revanche, le rapport rétinol/RBP augmente. Ce
phénomeéne serait lié a une augmentation du rétinol libre dans les fractions lipidiques.

La baisse du taux plasmatique de rétinol suite a I’arrét de I’alcoolisation serait due a une
redistribution de la vitamine vers le compartiment hépatique (reconstitution des stocks) au
détriment de la forme circulante. L’autre mécanisme mis en jeu ferait intervenir la baisse du
transporteur, la RBP, suite 4 une modification du métabolisme des protéines. La diminution
de la concentration d’apo Al consécutive a I'arrét de I’alcool serait un témoin de ce
phénomeéne. D’autres mécanismes comme une fraction de rétinol libre plus importante apres
sevrage pourrait intervenir. En ce qui concerne les caroténoides, I’effondrement des
concentrations plasmatiques chez I’alcoolique serait li¢ a un taux de conversion en rétinol
accru et a une consommation augmentée par les réactions impliquant les radicaux libres.
L’arrét de ’alcool, associé a une meilleure alimentation, permet une restauration rapide des
taux circulants. Les moyens de correction des déficiences en vitamine A chez ’alcoolique
sont toujours sujets a débats : le rétinol peut étre hépatotoxique, en particulier en présence
d’alcool, le B-caroténe qui semblait étre inoffensif, peut interférer avec le métabolisme de
I’éthanol et commence a €tre suspecteé dans les phénomenes d’hépatoxicité et de promotion
des processus tumoraux.
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Summary: The effects of alcoho!l consumption
on plasma concentrations of retinol and various
carotenoids (beta-carotene, alpha-carotene,
zeaxanthin-lutein, [vcopene and beta-cryptox-
anthin) were studied in a control population of
118 supposedly healthy men consuming low or
moderate amounts of alcohol, and 95 alcoholic
patients without severe liver disease before and
after a withdrawal treatment of 21 days. There
was no significant difference between alcohol-
ics and controls regarding plasma retinol level.
Conversely, plasma concentrations of all the ca-
rotenoidfractions were significantly lowerin the
alcoholic group than in the low drinker group.
After withdrawal, plasma levels of all the carot-
enoids increased whereas retinol concentration
diminished.

Adjustment of data for various potential con-
Sfounding factors especially including nutrition-
al intake suggests an effect of alcohol on plas-
ma carotenoids and a specific effect of with-
drawal on plasma retinol, both of them being not
only related to nutritional status.

Abbreviations used: AST, aspartate aminotransferase, ALT, al-
anine aminotransferase.

Introduction

Ethanol metabolism is responsible for genera-
tion of free radicals, which are highly reactive
molecules that cause tissue damage and seem to
have some role in carcinogenesis [1, 2]. Toxic-
ity of these compounds is partly related to their
oxidative properties towards fatty acids of cell
membranes. Carotenoids could protect directly
biomembranes against lipoperoxidation because
of their subcellular location and antioxidative
properties [3]. Forexample several observations
have shown the ability of beta-carotene to react
directly with oxygen radicals and peroxyl or
alkoxyl radicals generated during lipid peroxid-
ation [4, 5]. Besides, in addition of its usual
physiological functions, retinol might play arole
in preventing cancer by suppressing the expres-
sion of neoplasia in carcinogen-induced cells or
by scavenging free radicals as they arise in the
body [6]. Data of literature concerning the ef- .
fects of alcohol consumption on plasma retinol
concentrations appear rather conflicting [7-16]
and studies on carotenoids in alcoholism essen-
tially concern beta-carotene [6, 11, 13, 14, 18].
The purpose of this study was to examine the
effects of alcohol consumption on plasma con-
centrations of retinol and 5 carotenoid fractions
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(beta-carotene, alpha-carotene, zeaxanthin-lu-
tein, lycopene and beta-cryptoxanthin) and to
evaluate the influence of a withdrawal treatment
of 21 days. This last point has been considered
in previous studies, but the alcoholics were gen-
erally treated with vitamins during the weaning
period (7, 10, 17, 19].

Materials and Methods

Populations and study design: The control population con-
sisted of 118 supposedly healthy men attending the Center for
Preventive Medicine of Vandoeuvre-les-Nancy (France) for a
health examination. The controls were identified from the files
of the State Health Insurance Fund between March 1990 and
June 1991; 89 individuals (“low drinkers™) consumed less than
33 g/day of pure alcohol (meantSD = 10.6:+9.3 g/day) and 29
individuals (“moderate drinkers”) more than 33 g/day
(meantSD = 52.6£15.6 g/day).

Patients were 93 chronic alcoholic men, hospitalized in the
Centre d'Alcoologie (University Hospital of Nancy, France)
for a rehabilitation programme and showing no clinical or bio-
logical evidence of severe liver disease (CHILD-PUGH indi-
ces [20] = 5 or 6), no encephalopathy, no ascites, plasma albu-
min >35g/L, bilirubin <50umol/L, Quick time >65%, AST and
ALT <200 U/L). Liver biopsies were not performed for ethi-
cal reasons. All patients consumed excessive quantities of al-
cohol until the precise day of hospitalization (meantSD =
189.4+134.8 g/day) and were dependent on alcohol according
to DSM 111 3R dependence criteria. Blood samples were tak-
en on the morning of arrival in the hospital and after 21 days
of abstinence.

Informed consent was obtained from subjects. The research
protocol was approved by the Scientific Committee of the Cen-
ter for Preventive Medicine and was in agreement with the Hel-
sinki Declaration,

Dietary assessment and other data collection: All patients and
control subjects underwent a complete medical examination
and a biological screening. A detailed standardized interview
especiaily aimed at drinking history, tobacco and drug con-
sumption, and usual dietary intake during the three past months
was assessed by a trained interviewer using the diet history
method (21]. Nutrient intakes were calculated using
CIQUAL's food composition table {22].

All chronic alcoholic patients were questioned about their
diet at the beginning and after the 21 days of abstinence. Vi-
tamin A intakes are reported in International Units (ug) of re-
tinol equivalent (1 ug retinol equivalent = retinol ug + caro-
tene pg/6). Carotene is expressed in the form of beta-carotene
equivalents, that are the sum of the beta-carotene and half the
amounts of alpha-carotene and alpha- and beta-cryptoxanthin
present.

Laboratory analyses: Venous blood samples were collected
into heparinized, EDTA or dry vials (Becton-Dickinson, Ruth-
ertord, NJ) between 7:30 and 8:30 a.m. from fasting individ-

uals. The blood was centrifuged at 1000 g for 15 min. Plasma
and sera samples, respectively for retinol and carotenoid de-
terminations, were promptly stored at -80°C until analysis.
Plasma retinol was measured by a reversed-phase high perfor-
mance liquid chromatographic (HPLC) method using retinol
acetate as internal standard (Fluka Chemie AG, Buchs, Swit-
zerland), as adapted from Rupy er al. [23]. Serum carotenoids
were assayed by HPLC using canthaxanthin and echinenone
as internal standards (Hoffmann-La Roche AG, Basel, Swit-
zerland) and acetonitrile/methylene chloride/methanol mix-
ture (70:20:10) as mobile phase {24]. Total cholesterol and tri-
glycerides in serum were measured using kits commercially
available (Merck, Darmstadt, Germany) on an AU 5000 appa-
ratus (Merck). Apolipoproteins Al and B were quantitated by
nephelemetry using the BNA analyser and reagents from Beh-
ring (Rueil-Malmaison, France).

Statistical methods: Values were expressed as arithmetic
mean+SD and as geometric mean and range of 1 SD for carot-
enoids. The data of the 3 groups (low, moderate drinkers and
alcoholics before withdrawal) were analyzed by ANOVA fol-
lowed by a Scheffe's pairwise test. The effect of withdrawal
was tested by ANOVA for repeated measures. The statistical
analysis was performed on crude values, and after adjustment
for potentially confounding factors (ANOVA with covariates:
diet intake, age, tobacco, Quetelet index, plasma cholesterol.
triglycerides, apolipoproteins Al, and B). Only variables that
were significantly related to plasma retinol or carotenoid lev-
els were used as covariates and we checked that the slope of
the regression line for each covariate was the same in each
group (test of parallelism).

Results

Characteristics of the 3 groups (age, Quetelet in-
dex, consumption of tobacco, daily dietary in-
take and varicus plasma analytes) are presented
in Table 1. Alcoholic patients smoked much
more than controls (p<0.001) and still increased
their consumption during the abstinence
(p<0.05). Energy intake (alcohol excluded) of
the alcoholic patients before abstinence was not
significantly different from that in control
groups but it increased after withdrawal
(p<0.001), reaching values higher than those
noted in low drinkers. Vitamin A and carotene
intakes were lower in alcoholics before absti-
nence than in low drinkers although differences
were of limited — or did not reach — statistical
significance. After abstinence we observed an
increase of amounts of retinol and carotene in-
gested (p<0.001).

In alcoholic patients before abstinence, the
concentration of apolipoprotein Al was higher
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Table I: Age, Quetelet Index, consumption of tobacco, daily dietary intake and plasma lipids*

Controls Alcoholics
Low Moderate Before After
drinkers drinkers withdrawal withdrawal
(n=89) (n=29) (n=95) (n=95)
Age (Years) 35.7+6.8 38.0% 5.5 41.7+8.2 417+ 82
Tobacco (g/day) 4,449.7 12.0+£10.0™ 23.7+16™ 26.6+17.4°
Quetelet (kg/M?) 24.4+3.1 235+ 34 23.3x3.2° 234+ 3,190
Alcohol intake (g) 10.6+9.3 52.6+£15.6™  189.4+134.8"" 0.1 0.3%
Non-alcohol energy (Kcal) 25904610 26141579 2405.4+1012.0 28114787m0
Protein (%)® 169423 17.6+ 2.3 15.943.1 152+ 22
Carbohydrate (%)® 48.246.2 43.8+ 6.2 51.9412.3° 524+ 70
Fat (%)® 349453 38.6% 5.9 32.3%10.2 324+ 52
Vitamin A .
ugER® 1603£747 15931791 1290+1034 1907497300
HgER/1000K cal? 6261274 631+365 5284401 693+337%
Carotene
mg 4.8612.55 5.1243.16 3.79+3.70 5.8042.56%
mg/1000Kcal? 1.95£1.14 1.97x1.16 1.50+1.32° 2.15+1.05%
Cholesterol (mmol/L) 5.80%1.17 5.98%1.0 5.67£1.39 5.70£1.20
Triglycerides (mmol/L.) 1.204+0.61 1.3240.64 1.39£1.26 1.54+0.8
Apolipoprotein Al (g/L.) 1.55+0.25 1.5740.22 1.78+0.55" 1.2440.26%°
Apolipoprotein B (g/L) 1.26+0.35 1.2840.34 1.06+0.43" 1.28+0.35%0

a Arithmetic MeantSD
b Percentage of non-alcohol energy

¢ pg equivalent retinol = retinol (ug) + carotene (ug)/6
d Nutrient densities for 1000 Kcal or non-alcohol energy
* p<0.05, p<0.01, **p<0.001: Significantly different from low drinker values (Scheffe’s pairwise

test)

o p<0.05, ®p<0.01, ®p<0.001: Significantly different from prewithdrawal values (ANOVA for re-

peated measures)

(p<0.001) whereas that of apo B was lower
{p<0.001) than in controls. After withdrawal
treatment plasma apolipoprotein Al level de-
creased (p<0.001) whereas plasma apolipopro-
tein B increased (p<0.001).

Means of plasma retinol and carotenoids are
presented in Table II for crude data and values
adjusted for confounding factors. No significant
difference in plasma retinol level between the
various groups of subjects was found before
weaning either for crude or adjusted values.
After withdrawal, plasma retinol concentration
diminished even after adjustment for plasma
triglycerides and apolipoprotein Al.

For ail the carotenoid fractions, crude plasma
values were significantly lower in the alcoholic
group than in the low drinker group (p<0.001)
whereas no statistically significant difference
was found between low and moderate drinkers.
After adjustment the concentrations of caroten-
oids remained significantly lower in alcoholics
than in low drinkers. After withdrawal, concen-

trations of all the carotenoid fractions increased
(p<0.001) and reached levels comparable to
those of controls, except for beta-cryptoxanthin.
Adjustment for confounding factors, especially
plasma lipids and diet intake, did not modify the
level of significance, thus confirming the spe-
cific effect of withdrawal independently of oth-
er related factors such as diet or plasma lipids.

Discussion

In this study, we did not find any significant ef-
fect of alcohol consumption on plasma retinol
level. Previous reports showed that acute inges--
tion of alcohol raises the vitamin A content of
the blood in dogs or inmen [25, 26] due to a shift
of retinol from the liver to the circulation. It
seems that regular consumption of alcoholic
beverages enhances plasma retinol levels per-
haps by releasing vitamin A from the liver
[11-14, 27, 28]. But, in chronic alcoholics, this
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Table II: Plasma retinol and carotenoids levels (crude and adjusted values)®

Alcoholics
Low Moderate Before After

drinkers drinkers withdrawal withdrawal

(n=89) (n=29) (n=95) (n=95)
Retinol (umol/L)
A Mean (SD) 2.38 (0.44) 2.58 (0.59) 2.55(0.91) 1.95 (0.62)x
AA Mean (SD) 2.47 (0.66) 2.63 (0.64) 2.45 (0.66) 2.12 (0.67)
Beta-carotene (nmol/L)
A Mean (SD) 552 (321) 403 (252) 190 (251) 594 (353)
G Mean (range of 1SD) 440 (199-973) 315 (141--705) 115 (41-332)"* 487 (246-966)%°
AG Mean (range of 1SD) 398 (167--948) 280 (119-659) 131 (54-321) 421 (174-1013)x
Alpha-carotene (nmol/L)
A Mean (SD) 158 (131) 132 (50) 67 (160) 174 (118)
G Mean (range of 1SD) 107 (38-299) 102 (46~288) 28 (8-104) 129 (52-326)
AG Mean (range of 1SD) 101 (35-290) 94 (33-270) 30 (11-88)™ 115 (42-323)
Zeaxanthin-lutein (nmol/L)
A Mean (SD) 600 (221) 598 (295) 309 (170) 518 (240)
G Mean (range of 18D) 544 (320-929) 543 (349-835) 269 (153-467)"" 468 (294747
AG Mean (range of 1SD) 513 (311-869) 510 (307-849) 285 (169-480) 436 (267-714)%°
Lycopene (nmol/1)
A Mean (SD) 555 (306) 532 (297) 366 (246) 500 (246)
G Mean (range of 1SD) 451 (205-990) 468 (280-780) 263 (91-753)" 422 (206-866)*°
Beta-cryptoxanthin (nmol/L)
A Mean (SD) 145 (109) 121 (124) 34 (48) 58(57)
G Mean (range of 1SD) 84 (21-340) 57 (12-268) 14 (4-55)"" 29 (7-119)x®

a Adjusted for plasma triglycerides and apolipoprotein Al (retinol), plasma triglycerides, cholesterol, apolipopro-
tein Al and carotene intake (beta-carotene), carotene intake (alpha-carotene), plasma apolipoprotein B and car-

otene intake (zeaxanthin-lutein)

* p<0.001: Significantly different from low drinkers values (Scheffe’s pairwise test)
o 5<0.001: Significantly different from prewithdrawal values (ANOVA for repeated measures)

A Mean: Arithmetic mean
AA Mean: Adjusted arithmetic mean
G Mean: Geometric mean
AG Mean: Adjusted geometric mean

effect may be disturbed by low vitamin A or pro-
tein intake or by liver damage [7-9, 15~17] lead-
ing to normal or low plasma retinol and retinol-
binding protein levels. However, despite the ex-
istence of normal values of plasma retinol, a de-
pletion of the hepatic vitamin may occur in al-
coholic liver troubles [8], this being caused by
the pathological release of the stored retinol
from hepatocytes {10].

After 21 days of abstinence plasma retinol
level decreased in our alcoholic group. After ad-
justment of data especially for plasma lipids, the
weaning-related decrease of the plasma vitamin
remained statistically significant. This specific
effect of withdrawal could be related to the re-
constitution of the hepatic stock to the detriment
of the circulating vitamin [29] or to a modifica-
tion of protein metabolism which could lead to
a decrease of retinol binding protein. Besides, a

supplementation of vitamin A during withdraw-
al has been shown to limit or suppress the plas-
ma retinol fail [7, 10, 19].

In our study, all the various carotenoids were
affected by alcohol consumption in agreement
with previous results [12, 14, 15, 18, 30]. Even
when liver damage was slight, beta-carotene
was hugely decreased in serum from alcoholics
[12,14,15]. Inaccordance with WarD ez al. [14],
the decrease was not related to nutriticnal defi-
ciencies since the difference remained statisti-
cally significant after adjustment for carotene in-
takes. All these results, i.e. lower levels of plas-
ma carotenoids and unchanged, or higher levels
of retinol could be related to an active state of
conversion of provitamin A to retinol. Indeed,
it has been reported that the conversion activity
is induced by various physiological actions such
as metabolic activation-[15]. It could also be re-
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lated to the consumption of some carotenoids by
reactions involving oxygen-derived reactive
species. After withdrawal, crude and adjustment
values of almost all carotenoids returned to con-
trol levels, demonstrating that the alcohol-relat-
ed effects may be reversed in alcoholics.

In summary, chronic alcoholics showed low
plasma concentrations of various carotenoids.
After withdrawal, carotenoid levels Increased
whereas retinol level diminished. Since the re-
sults were not modified after adjustment for con-
founding factors such as nutritional intake or
plasma lipids, this suggests a specific effect of
alcohol on plasma retinol and carotenoids. Our
findings could have implications for the ques-
tion of the adequacy of beta-carotene supple-
mentation in healthy drinkers. However its use
as a nutritional supplement should therefore be
considered with care since a recent study in ba-
boons has shown that beta-carotene could en-
hance hepatic toxicity of alcohol [31].
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La consommation de cigarettes est un facteur de risque prépondérant d’athérosclérose pouvant
affecter les arteres périphériques (membres inférieurs par exemple), coronaires ou cérébrales.
Un des mécanismes pouvant expliquer I’effet néfaste du tabac sur ces artéres passe par la voie
des radicaux libres et de la peroxydation lipidique ; I’oxydation des lipoprotéines de basse
densité (LDL) étant |’étape initiale de ce processus. Parmi les quelques 4 000 constituants
identifiés dans la fumée de tabac on trouve des substances oxydantes, et de ce fait, les besoins
en systémes antioxydants pour protéger les cellules contre les dommages du stress oxydatif,
en particulier les vitamines, seraient plus importants chez les fumeurs. De plus, dans la
littérature le tabagisme est souvent associ¢ a un mode de vie moins bénéfique pour la santé et
en particulier a une alimentation pauvre en fruits et légumes, aliments vecteurs de ces
antioxydants. Sur un échantillon frangais, nous avons voulu vérifier si on retrouvait ce
phénomene décrit dans les pays anglo-saxons.

Quatre cent cinquante neuf hommes agés de 20 a 60 ans, consultants du Centre de Médecine
Préventive de Vandoeuvre-les-Nancy, ont été interrogés sur leurs habitudes alcooliques et
tabagiques, ainsi que sur leurs consommations alimentaires par la méthode de I’histoire
diététique. Sur la base des habitudes tabagiques, 4 groupes ont été constitués : non-fumeurs,
ex-fumeurs, fumeurs modérés (<20 cig/j) et gros fumeurs (=20 cig/j). De plus, sur un
¢chantillon de plasma ont été déterminées les concentrations en vitamines antioxydantes (-
tocophérol, acide ascorbique, [-caroténe, c-caroténe, zéaxanthine-lutéine, lycopéne et -
cryptoxanthine) et de trois marqueurs de stress oxydatif (dialdéhyde malonique, bases de
Schiff protéiques et autoanticorps anti-adduits de dialdéhyde malonique aux protéines).

Dans notre étude, les fumeurs ont tendance a manger moins de fruits et légumes que les non-
fumeurs, la quantité absorbée est inversement corrélée au nombre de cigarettes. Ceci se traduit
par des apports en vitamines C et E et en caroténe plus faibles chez les fumeurs que chez les
non-fumeurs ; méme en tenant compte des différences d’age, de consommation d’alcool et de
niveau socioprofessionnel qui peuvent exister entre les fumeurs et non fumeurs. Dans le sang,
les concentrations de vitamine C et de [B-caroténe sont diminuées chez les fumeurs et
inversement corrélées a la quantité de cigarettes fumeées. En revanche, la concentration de
vitamine E plasmatique n’est pas significativement modifiée par la consommation de tabac ni
celle des autres caroténoides et du rétinol (méme si les valeurs d’a-caroténe, de lycopéne et
de B-cryptoxanthine sont plus faibles chez les fumeurs). Parmi les 3 marqueurs de stress
oxydatif mesurés seules les bases de Schiff se trouvent significativement augmentées dans le
sang des fumeurs. Selon Cross et al., auteurs de I’éditorial qui accompagnait la publication de
nos résultats, I"augmentation dans le plasma des bases de Schiff (produits de conjugaison
entre les groupes amine des protéines et les aldéhydes) proviendrait des aldéhydes présents
dans la fumée de tabac mais aussi de I’acétaldéhyde issu du métabolisme de [’alcool
consomme.

Les principaux points dans ce travail soulignent que les fumeurs sont triplement a risque : ils
fument, ils ont une alimentation éloignée des recommandations comportant moins
d’antioxydants tel ’acide ascorbique et, ils boivent plus d’alcool que les non-fumeurs. En
guise de conclusion, on ne peut que recommander une consommation accrue de fruits et
légumes chez les fumeurs et, pourquoi pas, ’arrét pur et simple du tabagisme, mais c’est une
autre histoire.
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and Gérard Siest

ABSTRACT The aim of this study was to assess the associ-
ation between smoking, food consumption, and antioxidant vita-
min intake and plasma indexes of oxidative stress and antioxi-
dant defenses in French adults. Food and nutrient intakes of 459
bealthy men aged 23-57 y were estimated by the diet history
method and analyzed by smoking status. Plasma a-tocopherol,
ascorbic acid, and carotencids were measured as antioxidants
and malondialdehyde, protein Schiff bases, and autoantibodies
against malondialdehyde-protein adducts as oxidative stress
indexes. Smokers ate less fruit and vegetables than nonsmokers,
leading to lower vitamin E, vitamin C, and carotene intakes, even
after adjustment for age, education, and marital status. Unlike
vitamin E, plasma ascorbic acid and f-carotene concentrations
were reduced in smokers compared with nonsmokers and were
inversely related to cigarette consumption. This difference
remained significant after adjustment for alcohol and dietary
intakes. Among the measured oxidative stress indexes, only
Schiff base concentration was positively related to the number of
cigarettes smoked. In our sample of French men, smoking had an
adverse effect on antioxidant status; vitamin intakes were
reduced in smokers and plasma antioxidant indexes were altered
independently of dietary intakes. As in other countries, in France
smokers require particular attention in terms of public health
intervention. Am J Clin Nutr 1998;67:231-9.

KEY WORDS Smoking, diet, vitamins, antioxidants, bio-
chemical markers, men, a-tocopherol, carotenoids, ascorbic acid

INTRODUCTION

Cigarette smoking is a well-known risk factor for both cardio-
vascular disease and cancer. Cigarette smoke contains a large
number of oxidants, leading to the hypothesis that many adverse
effects of smoking result from oxidative damage. Cigarette
smoke also contains large amounts of free radicals that could
directly initiate and propagate the process of lipid peroxidation.
It has been proposed that smoking may favor LDL oxidation in
vive (1). Thus, this phenomenon might contribute to the
causative link between smoking and atherogenesis. Evidence
that smokers are subjected to oxidative stress includes the find-
ings that smokers have lower concentrations of antioxidants than
do nonsmokers and the risk of coronary artery disease in smok-
ers correlates inversely with their intake of antioxidants (2).
Indeed, smokers were found to have poorer dietary habits and

Sce corresponding editorial on page 184,

less healthy lifestyles than nonsmokers, and several studies
reported a decreased intake of antioxidant vitamins and other
antioxidants in smokers (3-6). An imbalance between prooxi-
dants and antioxidants, linked to decreased smoke-related
antioxidant capacity and increased free radical generation, espe-
cially in the arterial tissue, might render smokers more prone to
peroxidative stress (7). This imbalance may be important in the
etiology of cancer and cardiovascular diseases. The purpose of
our study was to describe the relations between smoking and
both dietary intakes and plasma concentrations of indexes of
antioxidant defenses and oxidative stress in a sample population
of healthy French men consisting of current smokers, exsmokers,
and nonsmokers.

SUBJECTS AND METHODS

Subjects and diets

Data were collected from 459 supposedly healthy men, aged
20-60 y, attending the Center for Preventive Medicine of Van-
doeuvre-les-Nancy, France, for a health checkup. Subjects were
identified from the files of the National State Health Insurance
Fund. Among them, 146 were nonsmokers, 125 were former
smokers, and 188 were current smokers. Smokers were catego-
rized as moderate smokers (n = 104) when they smoked <20 cig-
arettes/d and as heavy smokers (n = 84) when they smoked more.
Informed consent was obtained from the subjects and the
research protocol was approved by the Scientific Committee of
the Center for Preventive Medicine and was in agreement with
the Helsinki Declaration.

A questionnaire checked by a nurse at the examination
provided information about smoking history, marital status,
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education, working status, drinking habits, vitamin-mineral sup-
plement consumption, and drug copsumption. All subjects under-
went a complete medical examination and a biological screening.

The diet history method was used to collect information on
each subject’s diet during the previous year (8). Intakes of dif-
ferent food items and mixed food dishes were determined in
interviews guided by a preformed questionnaire. Intakes of foods
with strong seasonal fluctuation were determined separately for
different seasons. The time taken for the interview averaged
4045 min. Daily intakes of different food items and nutrients
were calculated using the CIQUAL food composition table,
which includes recipes for mixed food dishes and gives nutrient
contents for separate food groups (9). Vitamin E values, in o-
tocopherol equivalents, were calculated from measurements of
a-tocopherol and other compounds with vitamin E activity by
nse of recommended conversion factors (10). Dietary
carotenoids were estimated in B-carotene equivalents, consisting
of B~carotene and half of the amounts of a-carotene, y-carotene,
and cryptoxanthin. Vitamin intakes were based on the vitamin
contents of cooked and uncooked foods.

Blood measurements

Venous blood samples were collected after a 12-h fast into
heparin-containing, EDTA-coated tubes or dry vials (Becton
Dickinson, Rutherford, NJ) between 0730 and 0830. The blood
was centrifuged at 1000 X g for 15 min at 44 °C. Plasma sam-
ples for a-tocopherol, retinol, carotenoids, and ascorbic acid
determinations were promptly stored at —80 °C until analyzed
and sera for determination of malondialdehyde, protein Schiff
bases, and autoantibodies against malondialdehyde-protein
adducts were stored at —196 °C until analyzed. For ascorbic
acid, plasma samples were stabilized by adding metaphosphoric
acid (5%, mass:vol) immediately after separation from the cells
(1:9, by vol).

Reversed-phase HPLC was used for the simnltaneous deter-
mipation of retinol and a-tocopherol in plasma as described by
Rudy et al (11). Analytes were isolated by liquid-liquid extrac-
tion, concentrated by evaporation, and then subjected to chro-
matography on a C;, 15 ecm X 4.6 mm ODS 5-pm column
(Beckman Instruments, Gagny, France) with a water:methanol-
ethyl acetate:isopropanol solvent system. a-Tocopherol and
retinol were spectrophotometrically detected at 292 and 325 nm,
respectively. Standards (w-tocopherol, retinol, w«-tocopherol
acetate, and retinol acetate) were purchased from Fluka Chemie
AG (Buchs, Switzeriand) and solvents (HPLC grade) were from
Merck (Darmstadt, Germany). Ascorbic acid concentrations
were determined by using the method of Deutsch and Weeks
described by Brubacher and Vuilleumier (12). Plasma
carotenoids were assayed by HPLC with canthaxanthin and echi-
nenone as internal standards (Hoffmann-IL.a Roche AG, Basel,
Switzerland) and an acetonitrile:methyiene chloride:methanol
mixture (70:20:10) as the mobile phase (13).

Malondialdehyde was assayed according to the fluorimetric
method described by Dousset et al (14). Autoantibodies against
malondialdehyde-protein adducts were determined with an
enzyme-linked immunosorbent assay as published previously
(15). Schiff bases were evalnated by fluorescence measurements,
as described by Tsuchida et al (16), with a Jobin-Yvon JY3CS
spectrofluorometer (Lonjumeau, France) with excitation and
emission wavelengths of 400 and 466 nm, respectively.

Serum total cholesterol and triacylglycerol were measured
with commercially available kits on an AU 5000 apparatus, ail
from Merck. Apolipoproteins A-I and B were determined by
nephelometry with the BNA analyzer and reagents from Behring
(Rueil-Malmaison, France).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with BMDP statistical
software (Los Angeles). Chi-square statistics were used to com-~
pare sociodemographic and behavioral characteristics of study
subjects by smoking groups. Mean daily food and nutrient
intakes and blood indexes were analyzed by analysis of variance
(ANGQVA) followed by a Student-Neuman-Keuls multiple-range
test. Differences were tested for crude values and after adjust-
ment for possible confounding factors such as age, education,
and marital status for dietary data and after adjustment for age,
vitamin intakes, alcohol consumption, and plasma lipids for bio-
logical indexes. A P valie < 0.05 was used as a threshold of
significance.

RESULTS
Demographic, physiologic, and behavioral characteristics

The smoking status of the four groups is presented in Table 1.
Exsmokers smoked in the past significantly less than the current
heavy smokers but more than moderate smokers. Heavy smokers
had smoked a longer time than moderate smokers, and a greater
proportion inhaled the smoke. Exsmokers were significantly
older than both nonsmokers and the two groups of smokers.
Height did not differ by smoking status but exsmokers weighed
3.1-4.7 kg more than nonsmokers and smokers and thus had
higher body mass indexes (BMIs; in kg/m?). Smokers and
exsmokers differed from nonsmokers with respect to the demo-
graphic and health behavioral characteristics assessed. Educa-
tion level differed significantly across smoking groups: a lower
proportion of heavy smokers had a high education level. There
was a significant difference in marital status between the four
groups, the proportion of males who were married being higher
in nonsmokers and moderate smokers. However, no significant
differences in working status were noticed between the four
groups. Intakes of supplemental multivitamins were slightly
more frequent in nonsmokers and exsmokers than in smokers
(this difference was not tested for statistical significance because
of the limited number of subjects) but there were no significant
differences in vitamin C supplementation among groups.

Food groups

Analyses of food group intakes according to smoking status
are presented in Table 2. ANOVA showed significant differences
in consumption of dairy products, meat products, pastries and
cookies, potatoes, and other vegetables. Heavy smokers con-
sumed less milk, yogurt and fresh uncured cheese, cheese (soft,
semisoft, hard, and processed cheese), pastries and cookies, and
vegetables than nonsmokers. Conversely, the intake of meat,
organs, and poultry; pork butcher’s meat; and potatoes was lower
in nonsmokers than in smokers. Student-Neuman-Keuls tests
showed that exsmokers did not have significantly different
intakes of cheese, meat products, potatoes, and other vegetables
than nonsmokers; they resembled heavy smokers with respect to
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TABLE 1
Characteristics of the study population by smoking status’
p
Nonsmokers Exsmokers Smokers (ANOVA
Moderate < 20 cigarettes/d  Heavy 2 20 cigarettes/d  or chi-square)
(n = 146) (n=125) (n=104) (n=2384)
Smoking behavior
Current or past cigarette consumption {g/d) — 21.6 £ 13.0°° 9.1+48" 26.1 = 8.2° <0.001
Current or past smoking duration (y) — 11.8 £ 6.3 15.9+7.9° 182 % 5.9¢ <0.001
Stopping duration (y) — 82£6.2 — — —
Smoke inhalation (%) — - 73.1 86.9 0.020
Demographic characteristics
Age (y) 351 %717 38.6 £6.3° 358%7.1° 362+ 6.3 <0.001
Marital status (%)
Currently married 78.1 94.4 719 89.3 <0.001%
Not married 21.9 5.6 22.1 10.7 —
Education (%)
Primary school 38.6 434 39.6 427 0.0517
Secondary school 255 344 25.7 37.8 —
University 359 22.1 34.7 19.5 —
Working status (%)
Manual workers 274 30.4 317 35.7 0.8347
White collar 11.6 112 5.8 7.1 —
Middle management and technicians 384 36.8 383 38.1 —
Self-employed and top management 226 216 24.0 19.0 —
Health behavior
Take multivitamin supplement (%) 2.1 1.6 0.0 0.0 —
Take vitamin C supplement (%) 4.3 438 6.7 4.8 0.8937
Physiologic characteristics
Height (m) 1.74 = 0.07 1.75 + 0.07 1.75 = 0.06 1.74 % 0.08 0.790
Weight (kg) 74.5 + 11.0¢7 77.7 £ 10.7° 7461192 73.0 = 10.6° 0.017
Body mass index (kg/m?) 244 +3.07 25.5%3.1° 243+ 3.6% 24.0+3.1* 0.003

/Means within a row with different superscript letters are significantly different, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls muitiple-range test).

23+ SD.
3 Total P value of chi-square test.

milk consumption and were between nonsmokers and heavy
smokers for intakes of yogurt and fresh cheese and pastries and
cookies. For the food groups for which intakes were different
among the smoking status groups, intakes of moderate smokers
were often between those of nonsmokers and heavy smokers.
Multivariate adjustment for age, marital status, and education
level did not reduce the strength of associations between dietary
components and smoking status.

Macronutrients, alcohol, and vitamins

As shown in Table 3, the two groups of smokers tended to
have higher total energy intakes than nonsmokers and exsmok-
ers, although the difference was not significant. Subtracting the
energy intake contributed by alcohol from total energy intake
reduced this difference. Exsmokers and moderate smokers con-
sumed nearly twice as much alcobol as did men who did not
smoke, and heavy smokers nearly three times as much. In com-
parison with nonsmokers and exsmokers, smokers consumed a
significantly higher proportion of their total alcoholic intake as
beer. Smoking was not associated with intakes of total protein,
protein from animal products, carbohydrate, sugar, or total fat,
expressed in g or % of intake. However, the percentage of fat as
saturated fat was lower in exsmokers than in nonsmokers where-

as the percentage as polyunsaturated fat was higher. Heavy
smokers consumed a larger proportion of monounsaturated fat
and less fiber than the other groups, but there was no significant
difference in intake of cholesterol. After confounders (age, mar-~
ital status, and education status) were adjusted for, smoking
remained significantly associated with fatty acid and fiber
intakes.

Dietary intakes and nutrient densities of vitamin C, vitamin A,
and carotene differed significantly across the smoking groups
(Table 4): heavy smokers had significantly lower intakes than the
other groups. Variations in moderate smokers were limited.
Exsmokers consumed more vitamin E and had a higher nutrient
density for this vitamin than did heavy smokers. This inverse
association between smoking and dietary vitamin intake persist-
ed after adjustment for age, marital status, and education status.

Plasma factors

Total cholesterol concentrations were unrelated to smoking
status but triacylglycerol concentrations were significantly high-
er in exsmokers and smokers than in nonsmokers. Apolipopro-
tein A-I and B concentrations differed significantly across
groups, apolipoprotein A-I being lower and apolipoprotein B
higher in heavy smokers (Table 5). Concerning blood oxidative
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TABLE 2

Daily intake of food groups by smoking status’

MARANGON ET AL

Nonsmokers Exsmokers
Food group intake (g) Moderate < 20 cigarettes/d ~ Heavy 2 20 cigarettes/d P
(n = 140) (n=125) (n=104) (n=84) (ANOVA)

Milk 133.2 £ 158.7¢ 91.2 + 130.9° 88.1 + 126.5° 83.1+126.5° 0.014
Yogurt and fresh or uncured cheese  87.7 £ 86.5° 69.2 + 76.9% 65.9 £ 77.5% 44.1 £ 60.8° <0.001
Cheese 76.5 = SL7* 71.8£42.7* 76.1 £ 50.09 57.8£43.0° 0.023
Eggs 14.8 +: 12.1 16.3 £ 13.7 14.1 = 10.2 16.8+11.9 0.359
Fish 28.4 +243 323 %235 29.7£21.2 29.4+£334 0.649
Meat, organs and pouliry 111.6 = 51.07 119.1 + 55.4% 131.2 £51.2° 146.8  53.2° <0.001
Snacks 74.0 £ 47.8 64.3 + 44.8 63.1 £44.1 66.3+:44.3 0.203
Pork butcher's meat 34.6 £ 30.7 39.8 +36.1 44.1 +28.6 45.7 £333 0.040
Cereals and pasta 1139+ 68.3 1086 £ 61.1 125.1 +69.5 122.6 - 88.4 0272
Bread and toast 187.7 £ 81.4 1919 + 892 191.1 + 823 188.9 +87.3 0977
Pastries and cookies 66.3 £51.5° 55.7 £ 38.7% 56.1 + 49.3% 47.9 £ 46.0° 0.031
Sugar and confectionery 49.6 +32.3 49.9 + 36.8 50.8 +314 52.1 £36.6 0.943
Pulses 202 =236 233+ 195 2324229 21.6+18.6 0.607
Potatoes 854 +49.7° 82.9 +44.1° 97.6 + 52.8% 104.1 £ 55.1° 0.006
Other vegetables 232.1 £113.8% 2284 + 116.3* 2194 + 121.8% 172.1 £ 99.8° <0.0601
Fruit 1395 + 1094 143.1 1143 12891223 107.5 + 100.5 0.116
Dry fruit and seeds 59 +10.7 6689 5.0+ 101 4.0+4.9 0.201
Fats and oils 339+13.6 320135 352+142 334134 0.360

1 ¥ + SD. Means within a row with different superscript letters are significantly different, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls multiple-range test).

stress indexes, only protein Schiff base concentrations increased
significantly with smoking status; malondialdehyde and autoan-
tibodies against malondialdehyde-protein adducts were not relat-
ed to smoking status.

As shown in Table 6, plasma a-tocopherol concentrations
were significantly higher in exsmokers than in nonsmokers,
smokers and exsmokers having intermediate concentrations.
Plasma ascorbic acid and B-carotene concentrations differed sig-
nificantly among groups, with smokers having lower concentra-
tions than nonsmokers. No significant differences were found for
plasma retinol, a-carotene, zeaxanthin-lutein, lycopene, or -
cryptoxanthin according to smoking status; however, heavy
smokers tended to have lower plasma concentrations of «-
carotene, lycopene, and B-cryptoxanthin than nonsmokers.

The decrease in plasma ascorbic acid and B8-carotene concen-
trations in smokers persisted even after statistical adjustment for
the confounders (vitamin intake, alcohol consumption, age, and
plasma lipid concentrations), whereas the difference in plasma
a-tocopherol between exsmokers and heavy smokers disap-
peared. In smokers, the increase in protein Schiff bases remained
after statistical adjustment for the potential confounders of this
index: vitamin intake and plasma concentrations, alcohol con-
sumption, age, and plasma lipid and albumin concentrations.

DISCUSSION

This smady was the first to focus on a large French sample of
supposedly healthy nonsmokers, exsmokers, and current smok-
ers who were selected randomly from a population attending a
center for preventive medicine. Our data confirm results
obtained in populations in the United Kingdom, United States,
Australia, Netherlands, and Finland suggesting that heavy smok-
ers (those who smoke > 20 cigarettes/d) have poorer dietary pat-

terns than nonsmokers concerning several indexes that may
increase cancer and cardiovascular risk.

We found that smokers tended to consume more total energy
than nonsmokers, as reported by most studies (4, 5, 17, 18).
However, this difference can be attributed to higher alcohol con-
sumption in smokers (18-21). Confirming results of others (4, 5,
18, 22, 23), we found little difference by current smoking status
in intakes of fat, saturated fat, and cholesterol—dietary variables
associated with coronary artery disease-—whereas percentage of
fat as monounsaturated fatty acid was higher in smokers than in
nonsmokers (3, 23). Our findings that heavy smokers have lower
antioxidant vitamin and fiber intakes than nonsmokers are con-
sistent with data obtained in other countries; other studies report-
ed that smokers consume significantly less vitamin C (3-5, 17,
18, 22, 24-27), vitamin E (17, 22, 24, 25), carotene (3, 4, 17, 24,
26), vitamin A (5, 18, 22, 27), and fiber (3-5, 22, 23) than do
nonsmokers.

The significant differences in food intakes reported here
between heavy smokers and nonsmokers were shown also in
other communities in which smokers had higher intakes of meat.
meat products, and potatoes and lower intakes of fruit, vegeta-
bles, and milk products (3-5, 18, 21, 28-32). Poorer dietary
practice associated with smoking, which is observed around the
world in various cultures, could be a reflection of the different
personality types of smokers and nonsmokers, with less healthy
lifestyles and a lack of dietary knowledge more common in per-
sons who smoke. Because differences in food consumption
remained significant after adjustment for demographic charac-
teristics in our study, the lifestyle of healthy smokers seems to be
independent of marital or educational status. The hypothesis
involving the effect of smoking (via nicotine) on taste is more
likely to be true (33); for example, according to Whichelow et al
(31) and Grungberg et al (34, 35), smokers may find sweet foods,
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TABLE 3
Energy, macronutrient, cholesterol, fiber and alcohol intakes by smoking status’
Nonsmokers Exsmokers Smokers
Moderate (<20 cigarettes/d) Heavy (220 cigarettes/d) P
(n = 146) (n=125) (n=104) n=84 (ANOVA)

Total energy-(kI) 11482 + 2683 11 503 + 2700 12 193 + 2800 12130 + 2884 0.083
Nonalcohol energy (k1) 11 148 + 2612 10 876 + 2587 11516 + 2800 11 232 % 2750 0.345
Alcohol (g) 114 + 14.9° 214 % 21.1° 23.2£209° 30.7 £27.0° <0.001

Wine (%) 52.8 £40.9 53.4 £ 40.7 55.7 = 38.5 50.3 £ 38.3 0.872

Beer (%)? 13.6 + 23.0° 13.0 £ 2487 23,4 x31.1° 25.6 + 30.5° 0.004

Spirits (%) 33.6+40.2 334 +400 209 +313 24.0 +31.2 0.048
Total protein

() 1119256 1125+ 245 116.9 + 269 117.1£243 0.251

(%) 17.0x23 176 £2.6 17224 17724 0.070
Protein from animal products

(€] 772212 773 +£208 81.3+219 81.9+ 184 0.184

(%) 71.1£65 705+72 718 +£6.6 27 +60 0.102
Total carbohydrate

[6:4) 316.0 = 84.0 3052943 322.1%925 3102+ 962 0.538

(%Y 473+55 46.7+7.0 46.5 5.7 458 £ 5.6 0.276
Sugar

(8 118.7 £ 45.7 111.6 £ 534 118.1 £ 52,6 111.2 =494 0.521

(%Y 37491 36397 359+9.3 35796 0.521
Total fat

(g 106.1 = 30.6 1034 +:28.1 111.0+ 299 108.6 £ 294 0.251

(%) 35.7+£47 358+5.7 36.3+4.6 365 47 0.558
Saturated fat

(8 50.8 + 16.5 479 £ 147 52.1 =151 51.10+15.8 0.194

(%)° 475 + 4.6 45.9  4.9° 46,8 £ 4.7% 46.7 x 4.5 0.065
Monounsaturated fat

[€:9) 392118 385+114 41.6 %121 420+ 119 0.068

(%) 36924 37.1£2.6° 37.3x£23% 38.7x2.5" <0.001
Polyunsaturated fat

(g) 16.1+5.6 17.1 £5.5 173+6.1 15.6 £ 5.1 0.103

(%)° 15.6  4.8% 17.0 £4.9° 159 = 4.7 147 £ 42¢ 0.005
Cholesterol (mg) 5.62 x 1.11 591 £ 1.04 5.82 % 1.06 5.92 = 0.96 0.086
Fibers (g) 19.5 2 6.72 192552 189 £ 6.12 17.0 £ 4.6° 0.017

1% + SD. Means within a row with difterent superscript letters are significantly different, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls multiple-range test).

“Percentage of total alcohol intake by drinkers.
Percentage of nonalcoholic energy intake.
“Percentage of total protein intake.
Percentage of total carbohydrate intake.
Percentage of total fat intake.

fruit, fruit juice, and brown bread less palatable than fried foods
and white bread.

Our finding that exsmokers consumed more antioxidant-rich
foods and had higher intakes of vitamin E, vitamin C, and
carotene than heavy smokers agrees with previous studies sug-
gesting that exsmokers have a heaithier diet than current smok-
ers (4, 5, 17, 26, 36-38). Moreover, the percentage of fat intake
as polyunsaturated fatty acids was higher in exsmokers than in
heavy smokers.

Our results show that moderate smokers are similar to non-
smokers in antioxidant as well as total dietary intake. This find-
ing geperally corresponds with results from Zondervan et al’s
study (4), in which light smokers were considered as a separate
group, but do not agree with those of many other authors who
found significant differences between light or moderate smokers
and nonsmokers (3, 17, 31, 39).

Our data confirm that cigarette smoking is associated with
decreased plasma vitamin C concentrations (7, 17, 24-27,
40-43). This association persisted despite correction for factors
that independently affected plasma ascorbic acid concentrations,
sich as alcohol and vitamin intakes, but the strength of linkage
was reduced. This observation suggests that smoking directly
lowers plasma vitamin C concentrations by mechanisms that do
not depend on dietary vitamin C intake, such as impaired vitamin
C absorption (44) or decreased turnover (41, 45).

Our estimate of the effect of smoking on circulating concen-
trations of B-carotene generally agrees with the conclusjons of
other studies (17, 24-26); lowered plasma [3-carotene concentra-
tions in smokers have been ascribed in part to enhanced meta-
bolic turnover resulting from smoking-induced oxidative stress
(24). We found no significant effect of smoking on either crude
or adjusted values of plasma concentrations of a-carotene, zeax-
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TABLE 4
Vitamin intake by smoking status’

Nonsmokers Exsmokers Smokers
Moderate (< 20 cigarettes/d) Heavy (2 20 cigarettes/d) P
(n = 146) (n = 125) (n=104) (n=284) (ANOVA)

Vitamin B?

(mg) 10.6 £ 4.1® 114 +4.12 111 4.1 9.7 £3.6 0.011

(mg/1000 kI) 0.98 x 0.41%® 1.08 = 0.41* 0.98 + 0.36® 0.91 £ 0.36° 0.003
Vitamin C

(mg) 854 = 4577 81.2 £45.3° 819+ 448" 68.4 + 41.3 0.007

(mg/1000 kI) T7+44° 78 +4.9° 72+£3.8 6.2 +3.5 0.003
Carotene?

(ng) 4867 + 26042 5073 + 3606* 4949 + 3179° 3874 x 23550 0.015

(g/1000 k1) 455 + 268* 515 % 519* 454 + 3722 364 £ 237° 0014
Retinol equivalents?

(1ng) 1755 + 9662 1603 + 7912 1593 = 7207 1363 & 644° 0.002

(ng/1000 k1) 163 + 99* 156 + 96* 144 + 732 127 x 65" 0.002

X 2 SD. Means within a row with different superscript letters are significantly ditterent, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls multiple-range test). ANOVA

on log-transformed values.
2a-Tocopherol equivalents.
ICarotene equivalents.

“Retinol equivalents = preformed retinol (g) + carotene equivalents (pg)/6.

anthin, lycopene, and $-cryptoxanthin, despite a trend for a-
carotene and B-cryptoxanthin to decrease in heavy smokers. In
previous papers serum plasma a-carotene or fB-cryptoxanthin
appeared to be significantly reduced in smokers to the same
degree as f-carotene (6, 46--30), in agreement with the non-
significant trend shown by our results. Smaller and usually non-
significant differences between smokers and nonsmokers were
found for lycopene and zeaxanthin-tutein (25, 47-49).

Our results confirm previous reports of no effect of smoking
on serum concentrations of vitamin E (17, 24, 25, 47, 49, 51,
52); the only difference between exsmokers and nonsmokers for
crude values disappeared after adjustment for the effects of alco-
hol and vitamin E intakes and plasma lipids. We also observed
no association between smoking and plasma retinol concentra-

TABLE 5

tions, in agreement with previous studies in men (17, 24, 47, 50,
52) and women (6). Two previous studies, however, found a
slight but significant negative association between smoking and
plasma retinol (51, 53).

Conceming indicators of lipid peroxidation, the interpretation
of our results is more complicated. Protein Schiff bases mea-
sured by fluorescence were increased in smokers compared with
nonsmokers, even after adjustment for the confounders (vitamin
intake and plasma concentrations, alcohol consumption, age, and
plasma lipid and albumin concentrations). Only Mezzetti et al
(7) also reported an increase in fluorescent products of lipid per-
oxidation in smokers; assuming that these compounds reflect the
interaction of peroxidation aldehydes with phospholipids, they
could be a more sensitive marker of peroxidation than malondi-

Lipid and protein profiles and indexes of oxidative stress in plasma by smoking status’

Nonsmokers Exsmokers Smokers
Moderate (< 20 cigarettes/d) Heavy (2 20 cigarettes/d) P
(n = 146) (n = 125) (n=104) (n=284) (ANOVA)
Cholesterol (mmol/L) 562+1.11 5.91 + 1.04 5.82+1.06 592 +0.96 0.086
Tracylglycerol (mmol/L) 1.09 £ 0.717 1.39 £ 0.89" 135£0.720 1.36 + 0.52° 0.002
Apolipoprotein A-I (g/L) 1.57£0.22° 1.58 + 0.27° 1.53 £0.25% 1.49 £ 0.23° 0.037
Apolipoprotein B (g/L) 1.15%031° 1.28 £0.32° 1.27 £0.32° 1.29 £ 0.28% 0.001
Total protein (g/L} 73.3+£392 72.7 £ 4.0 71.8 £ 3.9° 714 +3.6° <0.001
Albumin (g/L) 45420 451222 449 £22 449 + 1.8 0.271
Malondialdehyde (pumol/L) 3.15+0.88 341 %£1.02 331099 339 +£094 0.117
Protein Schiff bases (RFI)? 186 + 3¢ 195 + 31° 216 + 40° 250 = 46¢ <0.001
1g-NH,-MDA (AU x 16 234 + 126 245 + 153 236 + 130 215 £ 115 0.450

!X + SD. Means within a row with different superscript letters are significantly different, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls multiple-range test).
2 RFI, relative fluorescence unit.
31g-NH,-MDA, autoantibodies directed to malondialdehyde adducts to proteins; AU, absorbance unit.
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TABLE 6
Antioxidant vitamins in plasma by smoking status’
Nonsmokers Exsmokers Smokers
Moderate (< 20 cigarettes/d) Heavy (= 20 cigarettes/d) P
(n = 146) (n=125) (n=104) (n=284) (ANOVA)

a-Tocopherol (pmol/L) 28.1 % 7.8 31.7+9.6° 29.5+ 7.8 29.5 + 7.6 0.006

(29.5)2 30.7) (29.2) (28.9) (0.158)
Ascorbic acid (Lmol/L) 442 +16.2° 38.9 £ 16.5° 386+ 17.5 315+ 17.9° <0.001

(42.1) (39.0) (38.9) 34.7) (0.012)
Retinol (umoi/L) 2.4]1 = 0.65 2.59 £ 0.60 2.46 % 0.56 2.56 £ 0.59 0.069

(2.49) (2.53) (2.45) (2.51) 0.737)
B-Carotene (nmol/L)? 651 + 338° 498 + 309° 441 £ 241° 354 + 254° 0.002

(626) (486) (459) (408) (0.045)
a-Carotene (nmol/L)? 186 + 159 145 = 105 130 92 115+ 85 0.133

(185) (142) (129) (123) (0.229)
Zeaxanthin-lutein (nmol/LY 595 + 227 651 + 235 558 £ 291 574 + 173 0.487

(584) (646) (565) (598) (0.590)
Lycopene (amol/L)? 624 + 347 510 + 296 511 #1225 501 + 324 0.284

(623) (510} (510) (502) (0.357)
B-Cryptoxanthin (nmol/L)? 163 =101 145+ 121 128 + 124 77 +90 0.071

(156} (144) (133) (89 (0.309)

/¥ + SD; mean adjusted for the effect of confounders (see Statistical analysis section in text) in parentheses. Means within a row with different super-
script letters are significantly ditferent, P < 0.05 (Student-Neuman-Keuls multiple-range test).
?Measured in subsamples of the four populations: 7 = 41, 30, 30, and 16, respectively.

aldehyde or thiobarbituric acid-reactive substances. The lack of
specificity of methods for estimating plasma malondialdehyde
concentrations could explain the absence of variation observed
with tobacco consumption in our sample. Increased lipid perox-
idation in smokers was shown by Morrow et al (54), who assayed
F2 isoprostanes that are produced independently of the
cyclooxygenase enzyme by the peroxidation of arachidonic acid,
catalyzed by free radicals. F2 isoprostanes are initially formed in
situ on phospholipids and are subsequently released preformed.
In smokers, traces of oxidation have also been noticed at the
level of proteins, as evidenced by the formation of carbonyl
groups (55). Oyer Scanlon et al (56) reported an increased num-
ber of oxidized LDL epitopes in the aorta of young dead people
categorized as smokers by thiocyanate measurements. In smok-
ers, elevation of oxidation and peroxidation products and reduc-
tion of antioxidant levels lead to an imbalance. But some addi-
tional mechanisms could be involved because this imbalance is
not related clearly to the formation of more malondialdehyde
adducts to LDL or antibodies to malondialdehyde-protein
adducts in the blood. The quality of our analytic methods does
not seem to be in doubt because other studies also failed to show
a significant effect of tobacco consumption on amounts of
autoantibodies against modified LDL (57-61). Only Salonen et
al (62) found a positive correlation between the number of ciga-
rettes smoked per day and the concentration of autoantibodies.
As shown in this study, in France as in other countries the
antioxidant nutrient status of smokers may be compromised in
two ways: 1) smoking depletes the body’s supply of circulating
B-carotene and vitamin C, presumably by creating an extra
demand for antioxidants, and 2) smokers tend to consume diets
that contain less than optimal amounts of antioxidant-rich foods.
However, although three major studies found no benefits on lung
cancer and coronary artery disease prevention of antioxidant

supplementation in populations of long-term cigarette smokers
(63-65), the scientific community still recommends the dietary
intake of fruit and vegetables and, obviously, cessation and pre-

¥

vention of smoking.

We gratefully acknowledge S Michel and V Michaux for technical assis-
tance and D Claude and Nadine Musse for dietary data collection. We are also
indebted to the staff of the preciinic and laboratory departments of the Center
for Preventive Medicine of Nancy.
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P9 - Vitamines et adolescence

Determinants of plasma retinol, B-carotene and a-tocopherol during adolescence
Herbeth B, Spyckerelle Y, Deschamps JP
Am J Clin Nutr 1991;54:884-889

Les données sur les facteurs de variation des vitamines liposolubles, vitamines A, E et -
carotene sont relativement rares chez I’adolescent. C’est pour cette raison que nous avons
envisage cette étude sur 263 garcons et 246 filles, agés de 10 a 15 ans et sélectionnés au
Centre de Médecine Préventive. Quatre indicateurs biologiques ont été mesurés, rétinol, RBP
(retinol binding protein), a-tocophérol et B-caroténe, ainsi que les déterminants potentiels de
ces indicateurs: age, sexe, composition corporelle, apports alimentaires, cholestérol et
triglycérides plasmatiques, stades de maturation pubertaire (stade de Tanner), prise de
medicaments ...

Les concentrations de rétinol et de son transporteur, la RBP, augmentent significativement en
fonction des stades de maturation sexuelle dans les 2 sexes. Globalement, sans tenir compte
du sexe, le B-caroténe et I’a-tocophérol plasmatiques diminuent significativement avec les
stades de Tanner. L’analyse par sexe montre que la différence n’est significative que chez les
garcons et pour la vitamine E. Toujours en fonction des stades pubertaires, la masse grasse
s’accroit (plus chez les filles que chez les garcons) et la concentration de cholestérol diminue
(plus chez les gargons que chez les filles). Les triglycérides varient peu en fonction des
indices de maturation.

Apres analyse par régression multiple pas a pas, la concentration de rétinol est corrélée
positivement a la concentration de cholestérol et de triglycérides, a I'indice de maturation
sexuelle, a la masse grasse et, est plus ¢levée chez les gar¢ons que chez les filles. Pour la
RBP, on retrouve les mémes déterminants. Les concentrations de [3-caroténe sont associées
positivement au niveau du cholestérol plasmatique et aux apports alimentaires en carotene et
négativement a la masse grasse et aux triglycérides plasmatiques. Les 3 déterminants de I’a.-
tocophérol sont : cholestérol plasmatique et vitamine E alimentaire positivement corrélés et
indice de maturation sexuelle négativement corrélé.

Notre étude est une des premiéres a montrer I'importance des facteurs hormonaux dans la
régulation des concentrations plasmatiques de rétinol, RBP et a-tocophérol chez I'adolescent,
indépendamment des phénoménes associés comme |’augmentation de la masse grasse et
I’évolution des lipides circulants, cholestérol et triglycérides. Dans la littérature, I'effet des
hormones stéroidiennes sur les concentrations en rétinol et RBP dans le plasma a été montré
dans des échantillons de sujets plus agés. Par exemple, la prise de contraceptifs oraux est
associée a des niveaux de RBP plus élevés, I’augmentation étant plus importante avec de
fortes doses d’estrogenes.

Ces données confirment I’importance des facteurs de développement et de croissance dans la
régulation des concentrations de vitamines liposolubles dans le plasma, ces déterminants
devront étre pris en compte impérativement dans les études épidémiologiques entre 10 et 15
ans.
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Determinants of plasma retinol, §-carotene, and «-tocopherol

during adolescence’™

Bernard Herbeth, Yves Spyckerelle, and Jean-Pierre Deschamps

ABSTRACT The relationships of plasma retinol, retinol-
binding protein (RBP), B-carotene, and a-tocopherol with their
potential determinants, plasma cholesterol and triglyceride, body
fat, dietary intake, stages of pubertal development, and drugs,
were examined in a French sample of 263 boys and 246 girls
aged 10-15 y. By use of multiple-regression analysis, plasma
retinol concentration was positively related to plasma cholesterol
and triglyceride, sexual-maturation index, body fat, and being
male. For plasma RBP the same predictors were identified.
Plasma p-carotene was positively related to plasma cholesterol
and fB-carotene nutrient density and negatively related to body
fat and plasma triglyceride. Three predictors of plasma a-to-
copherol were identified: plasma cholesterol and vitamin E nu-
trient density, which were positively related to its concentration,
and sexual-maturation index, which was negatively related. These
results confirm that physiological developmental age should be
considered in epidemiologic studies of plasma fat-soluble vita-
mins in adolescents. Am J Clin Nutr 1991;54:884-9.

KEY WORDS Retinol, retinol-binding protein, S-carotene,
a-tocopherol, cholesterol, triglyceride, body fat, dietary intake,
plasma, adolescence

Introduction

In recent years interest in the potential roles of retinol, -
carotene, and a-tocopherol in cancer prevention has increased.
Consequently, a great part of the epidemiologic literature per-
taining to these vitamins has dealt with the relations of cancer
to either their dietary intakes (1-5) or their concentrations in
blood (6-10). In addition, more attention has been focused on
factors influencing concentrations of these three vitamins in
plasma or serum in normal free-living humans. Several cross-
sectional surveys, conducted in adults, provided consistent in-
formation about the main determinants that should be consid-
ered in studies relating vitamin index to risk of disease.

By use of bivariate or multivariate statistical analysis, it was
shown that plasma retinol concentration is positively related to
being male, plasma lipids, body mass index, alcohol consump-
tion, and drug use (particularly oral contraceptives) and nega-
tively related to cigarette smoking (11-15), Plasma 8-carotene
concentration is positively associated with carotenoids and sup-
plement intake, being female, and plasma cholesterol and neg-
atively associated with tobacco or alcohol consumption and
ponderal index (11-17). Finally plasma a-tocopherol concen-

tration positively correlates with vitamin E intake, plasma cho-
lesterol, plasma triglyceride, and ponderal index and negatively
correlates with smoking (12-14, 16, 17). On the other hand,
data in children are more scarce, particularly during puberty,
where marked changes in serum or plasma lipids, lipoproteins
(18-20), and fat-soluble vitamins (21-24) take place, parallel to
the alteration in gonadal hormones (25-27).

The present study is one of the first to examine changes of
plasma retinol, G-carotene, and a-tocopherol for ages 10-15 y
by using sexual-maturity stages as the index of development and
by taking into account the main other determinants, such as
plasma lipids, body fat, and diet intake.

Subjects and methods

The study population consisted of 263 boys and 246 girls
(Table 1) aged 10-15 y examined between March 1988 and July
1989 at the Center for Preventive Medicine in Nancy-Van-
doeuvre. At this institution family health checkups have been
conducted since 1969 for families and individuals from the Lor-
raine region (28). Individuals were excluded from the sample if
they smoked or were taking oral contraceptives. Informed con-
sent was obtained from boys and girls and their parents. The
protocol was conducted in accord with the ethical standards of
the scientific committee of the Center for Preventive Medicine
and with the Helsinki Declaration.

In addition to the usual health checkup, the children were
asked about their drug use during the last 3 mo, especially use
of vitamin supplements. Sexual maturation was determined by
visual assessment of secondary sex characteristics by using the
method codified by Tanner (29). The ratings for sexual matu-
ration ranged from 1 (no development) to 5 (complete devel-
opment) according to the stages of either pubic hair or of female
breast and male genitalia development. A combined score was
used, the sum of the preceding two, ranging from 1 to 10. Body
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TABLE |
Participant distribution according to age, gender, and sexual- -
maturation index

10-11y 12-13y 14-15y Total
Sexual-maturation
index M F M F M F M F
1-2 49 14 7 1 0 0 56 15
3-4 31 43 28 3 7 0 66 46
5-6 7 18 24 12 20 2 51 32
7-8 8§ 18 35 28 6 0 49 46
9-10 0 6 4 28 37 73 41 107
Total 95 99 98 72 70 75 263 246

fat was calculated according to Cheek’s formula (30) by using
height and weight. Usual dietary intake during the past year was
assessed by a trained interviewer using the diet-history method
(31). Nutrient intakes were calculated by using the McCance
and Widdowson's food composition table (32).

During the health checkup fasting venous blood was collected
into heparinized evacuated tubes (Becton-Dickinson, Ruther-
ford, NJ) between 0815 and 0915 or between 1145 and 1300.
After centrifugation within 15 min, plasma samples were
promptly stored at —20 °C for < 2 mo until shipped on dry ice
to the laboratories of Hoffmann-La Roche Ltd (Basel, Switzer-
land) for determination of retinol, retinol-binding protein (RBP),
B-carotene, and a-tocopherol. Separate lines for high-pressure
liquid chromatography were used for each of the two vitamins
and @-carotene (33). RBP was measured by radial immunodif-
fusion (Behring AG, Marburg, FRG). Total cholesterol and tri-

TABLE 2
Daily dietary intakes in boys and girls

glyceride concentrations were determined by enzymatic methods
(34, 35). The coefficients of variation of duplicate assays from
day to day were < 5% for all biological analytes,

Statistical significance of variation between classes of sexual
maturation and sex was assessed by F ratios calculated for the
crude values, Standard stepwise-multiple-regression analysis was
used to examine the relationship between plasma concentrations
of retinol, B-carotene, a-tocopherol, and RBP and potential
variation factors: plasma triglyceride and cholesterol, dietary in-
take (energy, protein, carbohydrates, fat, vitamins), sexual-mat-
uration index, body fat, vitamin supplements, and type of drug
use. All data reported were analyzed with the BMDP statistical
software (Statistical Software Ltd, Cork, Ireland).

Results

Dietary intakes for boys and girls are shown in Table 2. Energy,
carbohydrates expressed in percent, retinol, and 8-carotene in-
take and retinol nutrient density of the diet were higher in boys
than in girls whereas fat intake expressed in percent and S-car-
otene and a-tocopherol nutrient density were lower. Energy,
B-carotene, and a-tocopherol intake increased in both sexes with
increasing maturation index.

Figure 1 shows crude concentrations of plasma retinol, RBP,
B-carotene and a-tocopherol for boys and girls according to the
stages of sexual-maturation index. Plasma retinol and its carrier,
RBP, significantly increased from immature to mature Tanner
stages in both sexes (P < 0.001). Plasma S-carotene and a-to-
copherol concentrations significantly decreased with increasing
sexual maturation for the whole sample (respectively, P < 0.05
and P < 0.001) but analysis by sex showed that the decrease was

ANOVA significance

_ Between Among
Boys Girls sexes maturation stages

Energy

(M) . 12.37 £ 2.80* 9.90 + 1.04 P <0.001 P <0.001

(kcal) 2959 + 670 2369 + 249 P <0.001 P < 0.001
Protein (%) 152+ 1.8 15018 NS NS
Carbohydrate (%) 50.1 £ 4.2 494 £ 5.1 P <0.0t NS
Fat (%) 340%35 355144 P <0.001 NS
Retinol

(ng) 1165 = 893 745 £ 363 P<0.00t NS

(ng/5 MIyt 477 = 373 379 £ 177 P <0.001 NS

(ug/ 1000 keal)t 399 + 312 317 £ 148 P <0.001 NS
Beta-carotene

(mg) 322+ 145 2.88 £ 1.25 P < 0.001 P =0.01

(mg/S Mt 1.34 + 0.61 1.51 £0.73 P<0.05 NS

(mg/1000 keal)t 1.12 £ 0.51 1.26 + 0.61 P <0.05 NS
Alpha-tocopherol

(mg) 10.9 + 3.8 10.7 £ 4.2 NS P < 0.001

(mg/5 Mt 44+ 13 54+ 1.9 P < 0.001 NS

(mg/1000 kcal)t 37x1.1 45+ 1.6 P <0.001 NS

*x = 8SD.
1 Nutrient density.



886 HERBETH ET AL

20
,I RBP

T

®

o

=

]

= RETINOL

& 4

&2 E

< 14t

=

g L eeeee

& e e 1 -1

&2l -7

S !

(7] -

= 2

) { —_ L L ) index
1.2 3.4 5.8 7.8 8.10

PLASMA BETA.CARDTENE {UMOL/L)

g

@

PLASMA ALPHA YOCOPHEROL ((MOLIL)

©
XN
-

FIG 1. Plasma retinol, RBP, -carotene, and a-tocopherol according
to sexual-maturation index in males (@ —— @) and females (@ - - @).
Vertical bars represent SE.

only significant in males for a-tocopherol (P < 0.001). As assessed
by analysis of variance, males had higher retinol concentrations
than did females for the whole sample and for the different mat-
uration-index stages. For a-tocopherol only, boys classified as
stage 9~10 had lower concentrations than did girls in the same
stage (P < 0.001). No significant changes in plasma RBP and
B-carotene concentrations were seen between genders. After ad-
justment for plasma cholesterol and triglyceride, effect of sex
and maturation index remained for plasma retinol but disap-
peared for plasma §-carotene and a-tocopherol (data not shown).

As shown in Figure 2, crude values of body fat, plasma cho-
lesterol, and triglyceride, which were reported to be correlated
with fat-soluble vitamins, were related to sexual maturation.
Body fat increased with increasing maturity in the whole sample,
in males, and in females (all at P < 0.001). On the contrary,
plasma cholesterol concentrations decreased from stages 1-2 to
stages 9-10 but the difference was significant only in males (P
=.0.001). Plasma triglyceride concentrations did not show any
significant difference between maturation stages in both sexes,
Females classified as stages 1-2 or 3~4 had significantly less body
fat than did males in the same stages (respectively, P < 0.01 and
P < 0.05), whereas after stages 5-6, body fat increased signifi-

cantly in females (P < 0.01 at 7-8 and P < 0.001 at 9-10).
Plasma cholesterol concentrations in males and females were
statistically different only at stages 7-8 and 9-10, females showing
higher concentrations than did males (respectively, P < 0.05
and P =< 0.01). Plasma triglyceride did not differ significantly
between sexes except at stages 5-6 where females had higher
concentrations than did males (P < 0.01).

The results of multiple-regression analysis between blood vi-
tamins and potential determinants appear in Table 3, where
only the indices with statistically significant coefficients (P
< 0.05) are mentioned. Energy, protein, carbohydrate, and fat
intakes; vitamin supplements; and specific drugs use (especially

’hypolipidemic agents, antibiotics, analgesics, and anti-inflam-

matory drugs) were removed from the model because of non-
significant regression coefficients. Plasma retinol concentration
was positively related to plasma cholesterol and triglyceride,
sexual-maturation index, body fat, and being male. For plasma
RBP the same predictors were identified. Plasma 8-carotene was
positively related to plasma cholesterol and §-carotene nutrient
density and negatively related to body fat and plasma triglyceride.
Three predictors of plasma a-tocopherol were identified: plasma
cholesterol and vitamin E nutrient density, which were positively
related to its concentration, and sexual-maturation index, which
was negatively related.
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FIG 2. Body fat, plasma cholesterol, and triglyceride according to
sexual-maturation index in males (@ —— @) and females (® — - @).
Vertical bars represent SE.
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gr/:gitii of plasma retinol, RBP, S-carotene, and a-tocopherol in multiple-regression analysis in children
_ Plasma Plasma
Predictor variables Plasma retinol Plasma RBP (-carotene a-tocopherol
umolfL umol/L wmol/L umol/L
Plasma cholesterol (mmol/L) 0.052 £ 0.014*t 0.068 £ 0.019% 0.173 £ 0.022¢ 2.933 = 0.146%

0.269 + 0.039F
0.032 + 0.005%

Plasma triglyceride (mmol/L)
Sexual maturation index

0.270 % 0054+
0.039 % 0.007%
0.019 * 0.005+
~0.065 + 0.032%
0.899

—0.132 £ 0.065%

—0.017 % 0.005t
0.254 = 0.033%

—0.092

0.916 + 0.409%
~0.142 % 0.042%

0.509 + 0.0821

4,759
0.506

0.241 0.204

Body fat (kg) 0.017 + 0.003t
Vitamin nutrient density|| —
Gender (1:male, 2:female) —0.193 £ 0.023%
Intercept 0.911
Multiple R? ) 0.320

* Regression coefficient + SE,

+ P <0.001.

1 P <0.05.

§ Nonsignificant regression coefficient.

|| Vitamin A (RE, pg/5 MJ) for plasma retinol and RBP, §-carotene (mg/5 MJ) for plasma S-carotene, vitamin E (mg/S MJ) for plasma a-

tocopherol.

Discussion

This study, based on a sample of 509 children, demonstrated
that dynamic changes occur for plasma retinol, RBP, 8-carotene,
and a-tocopherol in children during adolescence and sexual
maturation and that these changes are sex related. To our
knowledge, no cross-sectional studies in adolescents regarding
fat-soluble vitamins have been carried out previously that used
a developmental index, either skeletal maturity or sexual mat-
uration. However, other studies that used chronologic age (in y)
corroborate our findings concerning the sharp increase of plasma
retinol and RBP concentrations at the age of puberty in both
boys and girls (~25%) (21, 22, 36-39).

For plasma f-carotene and a-tocopherol, only small age-de-
pendent changes were reported in previous studies at adolescence.
Plasma S-carotene concentrations were found to be decreased
after age 9 y in both sexes in two surveys (21, 23). Literature
provides more data about a-tocopherol concentrations: slight
decreases were shown between ages 12 and 14 in boys only (24)
or after age 11 y in both sexes (40). Other papers did not report
homogeneous trends in girls (24) or in both sexes (21, 38).

Gender differences in mean vitamin A concentrations that
begin to appear during adolescence (22, 34) were not found in
previous surveys (21, 38, 39). Consistent with our results, no
sexual differences during adolescence were indicated in the lit-
erature for plasma RBP (37, 39), a-tocopherol (24, 40), or
B-carotene (23).

Also agreeing with our own data, cross-sectional and longi-
tudinal studies based on sexual maturation or age showed that,
as children pass through puberty, sex-related changes of plasma
lipids and body fat occur (18-20, 41-43). These changes seem
to be related to the alterations in gonodal hormones during this
period of life (25-27). Administration of testosterone or progestin
is known to decrease a-lipoprotein cholesterol in adults, whereas
estrogen has an opposite effect (44, 45).

Results of multiple-regression analysis support and extend
many of the findings of previous surveys in adolescents and
older people. Plasma cholesterol and triglyceride were strong

determinants of plasma retinol, f-carotene, and a-tocopherol
concentrations (12-14, 16, 17, 21, 24). Body fat was positively
related to retinol concentrations and negatively related to
B-carotene (11-14, 16). Diet intake was a significant determinant
of plasma concentration only for 8-carotene and a-tocopherol
(11-17). For the retinol carrier RBP, the same variation factors
as those associated with retinol were found again.

After adjustment for the effects of confounding factors, the
positive relationship between maturity index, plasma retinol,
and RBP remained significant. For plasma a-tocopherol the
trend to decrease with increasing maturity also remained. More-
over, in the same model, males had higher adjusted values for
retinol and RBP than did females. It seems logical that these
changes in plasma vitamins A and E and RBP occurring between
10 and 15 y are closely related to the alterations in gonadal
hormones independently of the other determinants such as
plasma lipids and body fat. Further clinical studies including
hormonal analyses are needed to define the mechanisms of the
factors operating during this period and influencing plasma vi-
tamins and carriers.

In older individuals an influence of sex steroid hormones on
plasma RBP and retinol concentrations was previously noted.
In women, oral-contraceptive therapy induced a significant in-
crease of RBP concentrations, which was correlated with the
increase of vitamin A (46, 47). The change was more important
for the formulas containing higher estrogen concentrations (47,
4R). Bicyclic variation of the RBP concentration was reported
during the menstrual cycle, probably induced by preovulatory
and estradiol peaks (46). For S-carotene and a-tocopherol, results
are less consistent (48, 49).

In summary, in our sample of adolescent children, important
determinants of plasma retinol, RBP, B-carotene, and a-to-
copherol were identified (plasma lipids, body fat, dietary intake,
arid sex), agreeing with previous studies in adults. After the con-
founding effect of other determinants were controlled for, plasma
retinol and RBP increased with increasing maturity in both sexes
whereas a-tocopherol decreased, supporting the evidence of
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hormone regulation during this period of life. This siudy es-
pecially emphasizes the usefulness of the sexual-maturation index
in surveys concerning vitamins A and E during adolescence. B
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P10 - Vitamines et personnes agées

Dietary intake and other determinants of blood vitamins in an elderly population
Herbeth B, Chavance M, Musse N. Mejean L. Vernhes G
Eur J Clin Nutr 1989;43:175-186

Dans les années 80, la communauté scientifique a commencé a s’intéresser au statut
nutritionnel de la personne dgée et aux facteurs associés aux déficiences en micronutriments.
En effet, le changement du comportement alimentaire du point de vue qualitatif et quantitatif,
et la modification du métabolisme peuvent engendrer des déficiences. Les facteurs de
variation des indicateurs biologiques de statut en vitamines étaient peu connus chez les
personnes agees, c’est ce qui a justifi€ ce travail.

Les relations entre d’une part, I’alimentation, les lipides plasmatiques, I’age, le sexe, I’indice
pondéral, la consommation de cigarettes et d’alcool, la prise de médicaments et les infections
et d’autre part, les indicateurs de statut en rétinol, -caroténe, a-tocophérol, acide ascorbique
et vitamines B1, B2 et B6 ont été étudiés chez 291 hommes et femmes ages de 60 a 82 ans.

Apres ajustement sur les autres parametres, les apports alimentaires et les indicateurs sanguins
sont significativement corrélés pour le (-caroténe, I’o-tocophérol, I’acide ascorbique, les
vitamines B2 et B6, mais pas pour le rétinol et la vitamine B1. Les autres facteurs déterminant
ces indicateurs biologiques sont : la consommation de cigarettes qui a un effet négatif sur le
statut en rétinol, B-caroténe, a-tocophérol, acide ascorbique et vitamine B2 ; la consommation
d’alcool pour le rétinol et le B-caroténe (baisse du taux plasmatique) ; les lipides plasmatiques
et la prise d’hypolipémiants pour les vitamines liposolubles ; I’indice pondéral pour le [3-
caroténe et la vitamine B6 ; le sexe et la prise d’antibiotiques pour I’acide ascorbique. Les
relations entre le sexe et les indicateurs du statut en rétinol, B-caroténe, o-tocophérol et
vitamine B6 ne sont plus significatives apres ajustement sur la consommation d’alcool et de
tabac. Le tabac et I’alcool apparaissent comme 2 facteurs associés qui doivent étre pris en
compte dans les études sur les relations entre ces vitamines et les affections liées aux
habitudes tabagiques et alcooliques.

En résumé, les apports alimentaires en carotene, vitamines E, C, B2 et B6 sont corrélés avec
les niveaux sanguins des indicateurs de statut en chacune de ces vitamines : (-caroténe, o.-
tocophérol et acide ascorbique plasmatiques et test d’activation des enzymes érythrocytaires
glutathion réductase et glutamate oxaloacétate aminotransférase (enzymes ayant
respectivement comme coenzymes, la vitamine B2 et la vitamine B6). Les autres déterminants
mis en e€vidence, consommation de tabac et d’alcool, indice pondéral, lipides plasmatiques,
sont également des facteurs de risque de pathologies diverses et devront étre pris en compte
dans les études épidémiologiques sur les relations entre statut en vitamines et santé.
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DIETARY INTAKE AND OTHER DETERMINANTS OF BLOOD
VITAMINS IN AN ELDERLY POPULATION
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The relationships of diet, plasma lipids, age, gender, ponderal index, cigarette
and alecohol consumption, drug use and infections to blood concentrations of
retinol, beta-carotene, alpha-tocopherol, ascorbic acid and vitamins B, By, Bg
status were studied among 291 men and women aged 60-82 years. Statistically
significant correlations between dietary intake and blood indicator levels were
found respectively for beta-carotene, alpha-tocopherol, ascorbic acid, vitamins B,
and By, but not for retinol and thiamin, when the effects of other parameters were
controlled. The main other determinants were cigarette consumption which had a
negative effect on status for retinol, beta-carotene, alpha-tocopherol, ascorbic acid
and vitamin By; alcohol consumption for retinol, vitamin By (positive effect on
status) and beta-carotene (decrcase of plasma level); plasma lipids and use of
hypolipaemic drugs for fat-soluble vitamins; ponderal index for beta-carotene and
vitamin By; gender and use of antibiotics for ascorbic acid. 'The apparent relation
between gender and level of retinol, beta-carotene, alpha-tocopherol and vitamin
By status was not any more significant after adjustment for alcohol or cigarette
consumption. Tobacco and alcohol appear to be associated factors which should
be controlled for in studies investigating relations between these vitamins and
diseases influenced by smoking and drinking habits. '

Interest in the vitamin status of the elderly
has increased in recent years since this
population may be particularly vulnerable
to micronutrient deficiencies due to
decrease energy intake and impaired
metabolism. Usually vitamin status of
individuals or populations has been asses-
sed by examining dietary intake and/or
vitamin levels in plasma, serum or
erythrocytes (Arab, Schellenberg &
Schlierf, 1982; Ferro-Luzzi ¢ al., 1988)
with the hypothesis that in most instances,
blood vitamin levels reflect biological
status which results from different phe-
nomena, ie, intake, absorption, storage,
utilization and elimination. However, in-
terpretation of the vitamin content in
blood is still difficult because of lack of

well-defined limits and data about varia-
tion factors, particularly in the elderly.
The purpose of this study was to deter-
mine the major determinants of retinol,
beta-carotene, alpha-tocopherol, ascorbic
acid and vitamins B;, By, B blood levels
in an elderly population using multiple
regression analysis with particular atten-
tion to dietary intake.

Subjects and methods

The group under study consisted of a
subsample of 291 self-sufficient individuals
aged 60-82 years participating in a survey
about relationships between nutrition and
immunity between 1983 and 1985. For the
needs of this survey, the subjects were
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invited by letter to have a free health
check-up in the Health Examination
Centres of Nancy or Metz (Deschamps,
1987) (Eastern France), from the elderly
population under the general administra-
tion of the Social Security (60-82 years,
mixed socioeconomic status). The subjects
had to live in Nancy or Metz (urban
population) in their own homes. Only
volunteers who came to the Health Ex-
amination Centres, who did not suffer
from any disease which could modify their
immunity or nutritional status (cancer,
arthritis, liver diseases) and who gave
informed consent were included in the
survey. A total of 411 elderly subjects
answered and agreed to participate (about
20 per cent of the letters sent). Of these,
291 were interviewed about their diet and
were included in the statistical analysis set
out here.

During the health check-up, fasting
venous blood specimens were collected
between 8:00 and 9:00 a.m. in two lithium
heparinate tubes (10 ml). After a physical
examination (age, height, weight) the
ponderal index was calculated according
to Lorentz ie, ponderal index (%) =
weight (kg) X 100/[height {(cm) — 100 —
(height(cm) — 150}/C}, where C = 4 for
men, C = 2 for women. The subjects were
asked about their cigarette consumption
expressed in g/d (1 cigarette = 1 g, 1 cigar
= 3g, 1 pipe = 5g) Dietary information
was collected by means of a 7-d prospec-
tive survey. At the end of the health
examination, each person received a 7-d
diary to record his daily food and beverage
consumption and the quality, quantity,
origin and method of preparation of the
food. In the morning of the 8th day, a
dietitian interviewed each subject for
details on seasoning, drinks, cooking and
the use of fresh or canned products, and
evaluated the quantity of food ingested per
day. From this 7-d collection of informa-
tion, daily intake of energy and vitamins
were calculated from a computerized food
composition table based on the Souci’s
table (Souct, Fachmann & Kraut, 1981;
Marcocchi et al., 1987). Use of drugs and

vitamin supplements was recorded in the
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subjects’ home, where it was possible to
carry out any verification. The number of
infections during the last month was also
recorded in the subject’s home by means of
a detailed questionnaire including four-
teen headings.

The first heparinate tube was centri-
fuged within 15min to separate the
plasma. Total cholesterol and triglyceride
levels were determined by an enzymatic
method (Steinmetz, 1985 4,b). Aliquots for
retinol,  beta-carotene  and  alpha-
tocopherol determinations were stored at
—20°C until analysed using high-pressure
liquid chromatography (Vuilleumier ¢/ al.,
1983a). Aliquots for ascorbic acid deter-
mination were immediately frozen at
—20°C (within 30 min) with fresh cold
metaphosphoric acid solution (5 per cent)
until analysed by the method of Deutsch
and Weeks (Brubacher & WVuilleumier,
1974).

The assays for vitamins A, E, C and
beta-carotene were made within 2 months
from blood collection.

For the determination of vitamins By,
By, Bg status, the blood in the second
heparinate tube was homogenized and an
aliquot was immediately transferred into
sterile brown glass septum ampoules
containing ACD-stabilizer. The vials were
stored at 4-6°C (7d at most) until
analysed. Vitamins B, By and By were
assessed by respectively measuring the
activation of erythrocytic transketolase
(ETK) by thiamin pyrophosphate ('I'PP),
the activation of erythrocytic glutathione
reductase (EGR) by flavin adenosine
dinucleotide (FAD) and the activation of
erythrocytic glutamate oxoloacetate ami-
notransferase (EGOT) by pyridoxal-3-
phosphate (PLP), using Cobas Bio appar-
atus (Vuilleumier ef al., 19834). For the
three enzymes, one assay was made with
untreated haemolysate, the other with the
same haemolysate after incubation in vitro
with excess coenzyme (TPP, FAD or
PLP). Results of tests were expressed as
activation coefficients alpha-E'TK, alpha-
EGR and alpha-EGOY (alpha: activity
after saturation/activity without satura-
tion). A small response to coenzyme
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stimulation was taken to indicate an
already high saturation with coenzyme, ie,
a good vitamin status. Alpha-ETK and
alpha-EGR were not determined at the
beginning of the study and for the other
vitamins, a few values were missing
because of bad transport or thawing.

The coeflicients of variation of duplicate
assays from day to day were below 5 per
cent for all vitamins (Vuilleumier e al.,
1983a,6; Brubacher, 1985, personal com-
munication).

Pearson correlation coefficient and stan-
dard stepwise multiple regression analysis
were used to analyse interrelationships
between blood vitamins and variation
factors: plasma lipids only for fat-soluble
vitamins (triglycerides and cholesterol),
diét factors (energy, protein, carbohy-
drate, fat, alcohol and vitamin intake),
physical parameters (age, gender and
ponderal index), cigarette consumption,
vitamin supplements (only for vitamin Bg)
and type of drug use (tranquillizer,
hypnotic, antibypertensive agents, cardio-
tonic, hypolipaemic, diuretic, antibiotic,
analgesic, hormone, anti-inflammatory),
number of drugs, and presence of an
infection during the last month.

Results

The 139 men were slightly older than the
152 women of the study (68.7 £ 4.6 years
v567.5 £ 4.5 years). One subject was using

‘Table 1. Blood vitamin indices in men and women.

No.

Plasma retinol, umol/! 139
Plasma beta-carotenc, pmol/l 139
Plasma alpha-tocopherol, umol/l 139
Plasma ascorbic acid, umol/l 136
Vitamin By ETK, U/ 104
alpha-ETK 104

Vitamin By EGR, U/I* 104
alpha-EGR 104

Vitamin By EGOT, U/I? 139
alpha-EGOT 139

vitamin A supplement, two vitamin By,
and five vitamin Bg; no subject took
vitamin G or E supplements. The subjects
using retinof and vitamin B, supplements
were not taken into account in the stepwise
regression analysis respectively for plasma
retinol and alpha-E'TK, but the subjects
using vitamin Bg supplements were kept
for alpha-EGOT analysis. There was no
significant change in blood vitamin levels
with advancing age. Mean plasma level of
retinol was higher in males than in
females; on the contrary for beta-carotene,
alpha-tocopherol, ascorbic acid and alpha-
EGOT, mean levels were higher in females
(Table 1). Alpha-ETK, alpha-EGR and
the basal activity of ETK, EGR and
EGOT were identical in both sexes.

The daily intakes of energy, macronut-
rients and selected vitamins of the two
groups — males and females - are shown in
Table 2. Males had higher intakes than
females of total energy as well as protein,
carbchydrate, fat, alcohol, vitamins By, B,
and Bg. Intake of macronutrients express-
ed as a percentage of non-alcoholic energy
and vitamins A, E, C and beta-carotene
intake were similar in both sexes.

Correlates of blood vitamin indicators
are presented in Table 3. Variables with
statistically non-significant  correlation
coefficients (£ > 0.05) are not presented
(carbohydrate, fat and protein intakes,
age, use of tranquillizers, hypnotics, diure-
tics and hormones and number of drugs).

Males Females
Mean * s5.d. No. Mean * s.d.
2,43 £ 0.57* 152 2.30 £ 0.49
0.74 & (.42%*=* 152 1.05 £ 0.63
31.6 £ B.6%** 152 353+ 74
36.7 £ 22.6%** 141 50.3 £ 24.3

75 £ 10 112 76 = 10
1.12 £ 0.05 112 1.11 £0.04
849 + 166 112 870 % 186
1.28 £ 0.16 112 1.28 £ 0.18
291 £ 125 151 262 = 100
1.60 + 0.26* 151 1.66 £0.23

*Basal activily in arbitrary units: umol substrate transformed per min and per litre of erythrocyte
suspension of haematocrit 40 per cent at temperature of test.
Significance of difference according to gender: * P < 0.05; *** P < 0.00! by f-test.
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Table 2. Daily dietary intakes of men and women (mean * s5.d.).

Total energy, kcal
Protein, g
% energy”
Carbohydrate, g
% energy”

Fat, g

% energy?
Alcohol, g
Vitamin A, RE pg"
Carotene, mg
Vitamin E, mg
Vitamin C, mg
Vitamin By, mg
Vitamin By, mg
Vitamin By, mg

* Percentage of non-alcohol energy
" RE (ug) = retinol (pg) + carotene (ug)/6

Females

Males
(n = 139) (n = 152)
2283 X H46*** . 1800 * 441
82.6 £ 17.9%** 68.8 + 15.2
159+ 23 16.0 £ 2.6
234.6 & 68.9*** 191.2 + 55.8
44.3 £ 6.1 435+ 6.5
92.9 £ 26.8*** 78.5 + 22.7
396 £ 6.0 403 £ 6.3
25.2 £ 19.9*** 7.6 +13.2
1212 £ 649 1155 + 588
418 £ 2.77 4.39 & 2.60
153 £ 6.4 144 £ 6.7
128 & 49 125 + 49
117 £ 0.29%** 1.02 £ (.24
1.49 & (). 41%** 1.29 £ 0.46
1.68 & ().42%** 1.42 + 0.34

Significance of difference according to gender ***P < (0.001 by t-test.

The results of multiple regression analy-
sis between blood vitamins and variation
factors appear in Tables 4 and 3; only
parameters with statistically significant
coefficients (P < 0.05) are mentioned.

For fat-soluble vitamins, Table 4 shows
that 21 per cent of the variance of plasma
retinol was explained by six parameters:
plasma triglyceride and cholesterol, use of
hypolipidaemic drugs and alcohol con-
sumption were positively related to its
concentration, while cigarette consump-
tion and infection during the last month
were negatively related to it. Six predictors
of beta-carotene, explaining 30 per cent of
the wvariance, were identified: beta-
carotene intake and plasma cholesterol
were positively related, hut alcohol or
cigarette consumption, ponderal index
and hypolipaemic drug use were negative-
ly related to its plasma concentration. For
alpha-tocopherol, four variables explained
62 per cent of the variance: vitamin K
intake and the two plasma lipids were
positively related and cigarette consump-
tion negatively related to its plasma
concentration.

For water-soluble vitamins, Table 5
shows that vitamin C intake was positively
related while cigarette consumption and
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antibiotic use were negatively related to
plasma ascorbic acid; its concentration
was also higher in females than in males,
but these four variables explained only 14
per cent of the variance; vitamin By status
was positively related (ie, alpha-EGOT
negatively related) to vitamin By intake,
vitamin By supplement use and alcohol
consumption, but negatively related to
ponderal index (13 per cent of the variance
explained). Vitamin B, status was posi-
tively related (ie, alpha-EGR negatively
related) to vitamin B, intake and negative-
ly related to cigarette consumption (7 per
cent of the variance explained). None of
these parameters had any significant effect
on vitamin B, status, ie, on alpha-ETK.

Discussion

In this cross-sectional study we found
statistically significant correlations be-
tween dietary intake and blood indicator
levels respectively for heta-carotene,
alpha-tocopherol, ascorbic acid, vitamins
By and Bg, when the effects of other factors
were controlled. Moreover, vitamin Bg
supplement increased vitamin Bg status
(decrease of alpha-EGOT level). Other
studies among elderly or younger people
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Table 3. Predictors of blood vitamin indicators in bivariale regression analysis (correlation coefficient).

Variable

Plasma triglycerides®

Plasma cholesterol®

Energy intake®

Alcohol consumption®
Vitamin intake*"

Gender (1: males, 2: females)
Ponderal index©

Cigarette consumption

Drug consumption (0 : no, 1 : yes)
Antihypertensive agent
Cardiotonic

Hypolipaemic

Antibiotic

Analgesic

Antiinflammatory

Vitamin By

Infection during the

last month (0 : no, 1 : yes)

Plasma
retinol”

0.232%**
0.20 %%+

0.228***

—0.141*

0.126*
0.149*

—0.157**

* Log transformation used to increase normality.

® Vitamin A (RE) for retinol, carotene for beta-carotene, vitamin E for alpha-

Plasma
beta-
carolene”

0.312%**

—{().230%**
0.206%**
0.255%**

—(.198***

—0.315%**

—0.141*
~0.152*

—0.173**

—0.128*

vitamin B, for alpha-EGR and vitamin By for alpha-EGO'T.

¢ According to Lorentz’s formula.

*P < 0,05, **P < 0.01, ***P < 0.001.

Plasma Plasma
alpha- ascorbic
locopherol* acid’
0.491%** —
0.699%** —
—).127* —0.165**
—_ 0.149*
0.251%** 0.263%**
—0.157** —().200)***.
— —(.175%*

Alpha- Alpha-

ETK" EGR°
— ~0.209***
— 0.172%*
— 0.178**

Alpha-
EGOT

—0.135*
—0.207***
—0.170**
—0.317%**
0.143*
—0.119*

0.213%%*

tocopherol, vitamin C for ascorbic acid, vitamin B, for alpha-ETK,

djeappa ayp wy sunuvpia fo spaaa) pooyy
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‘Table 4. Prediciors of plasma retinol, bela-carolene and alpha-tocopherol in multiple regression analysis.

Variable

Plasma triglycerides®, mmol/l

Plasma cholesterol®, mmol/l

Alcohol consumption®, g/d

Cigarette consumption®, g/d

Ponderal index®, %

Vitamin intake™?

Hypolipacmic drug use (1 = yes, 0 = no)
Infection during the last month (1 = yes, 0 = no)
Intercept

Multiple r*

* Log transformaion used to increase normality.

Retinol® (umol/l)
Regression
coefficient (s.d.)

0.1012 (0.0291)***

0.1856 (0.0746)*

0.0492 (0.0092)***
—0.0450 (0.0140)**

0.1420 (0.0534)*
~0.0891 (0.0354)*
0.3964 (0.1412)
0.207

Beta-carotene® (wmol/l)
Regression

coefficient (s.d.)

0.9551 (0.1811)***
—0.0584 (0.0233)*
—0.2014 (0.0353)***
—0.8444 (0.2099)***

0.1627 (0.0464)*%*
~0.4037 (0.1360)%**

2.003  (1.087)

0.298

" Vitamin A (RE, pg/d) for retinol, carotene (ng/d) for beta-carotene, vitamin E (mg/d) for alpha-tocopherol.

* P =<0.05 * P=<0.01,*** P <000l

Alpha-tocopherol® (umol/l)
Regression

coefficient (s.d.)

0.1843 (0.0205)***
0.8142 {0.0526)***

—0.0250 (0.0097)

0.0714 (0.0187)***

1.7703 (0.1088)
0.618
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Table 5. Predictors of plasma ascorbic acid, alpha-ETK, alpha-EGR and alpha-EGOT in multiple regression analysis.

Variable Ascorbic acid” (Wmol/l) Alpha-ETK" Alpha-EGR" Alpha EGOT®
Regression Regression Regression Regression
coefficient (s.d.) coefficient (s.d.) cvefficient (s.d.) coefficient (s.d.)
Alcohol consumption®, g/d — — — —-0.0188 (0.0064)**
Cigarette consumption?®, g/d —0.1107 (0.0463)* — 0.0217 (0.0085)* —
Ponderal index?®, % —_— : — — 0.1566 (0.0565)**
Vitamin intake, *" 0.3189 (0.1068)** — ,—0.0897 (0.0269)***  —0.0715 (0.0343)*
Vitamin By supplement use (1: yes, (: no) — — — ~0.2745 (0.0675)***
Antibiotic use (1: yes, 0: no) —1.0770 (0.3543)** — — —_
Gender (1: male, 2: female) 0.3501 (0.0870)**+* — — —
Intercept —1.5659 (0.5358) — 0.2561 (0.0119) ~0.2045 (0.2730)

Multiple r2 0.141 — 0.071 0.126

* Log transformation used to increase normality.

" Vitamin C (mg/d) for ascorbic acid, vitamin B, (mg/d) for alpha-E'TK, vitamin By (mg/d) for alpha-EGR, vitamin B (mg/d) for alpha-EGOT.

*P < 0.05, **P = 0.01, **pP < 0.001.
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have demonstrated the same associations
(dietary intake and blood level) for beta-
carotene (Willett e/ al., 1983a; Russell-
Briefel, Bates & Kuller, 1985; Stryker &
al., 1988), alpha-tocopherol (Willett et al.,
1983a; Stryker ¢/ al., 1988), ascorbic acid
(Garry el al., 1982h; Jacob, Skala &
Amaye, 1987), vitamin By (Garry, Good-
win & Hunt, 1982q). Several previous
studies have shown that beta-carotene,
vitamin A, E and C supplements raised
respectively plasma levels of beta-carotene
(Willett et al., 19834; Russell-Briefel ¢t al.,
1985), retinol (Garry ef al., 1987), alpha-
tocopherol (Willett el al., 198356; Comstock
et al., 1988) and ascorbic acid (Mann ¢! al.,
1987; Vanderjagt, Garry & Bhagavan,
1987), while” vitamins B;, B, and By
supplements decreased respectively alpha-
ETK (Hoorn, Flikweert & Werterink,
1975), alpha-EGR (Garry, Goodwin &
Hunt, 19824; Mann e al., 1987) and
alpha-EGOT (Hoorn ef al., 1975) (increase
of B;, By and By status).

We did not find any relationship be-
tween preformed vitamin A intake and
plasma retinol, like Garry e/ al. (1987) and
Willett e/ al. (1983a) and between thiamin
intake and alpha-I'T'K. In most instances,
plasma vitamin A levels do not reflect liver
stores because plasma levels are controlled
homoeostatically. If intakes remain low for
a prolonged period of time, stores even-
tually will become exhausted and plasma
levels will decrease (Garry e/ al., 1987).

The negative effects of smoking on blood
levels of retinol, beta-carotene, alpha-
tocopherol, ascorbic acid and alpha-EGR
are consistent with observations from
other investigations (Arab e/ al., 1982;
Russell-Briefel et al., 1985; Comstock ¢! al.,
1988; Stryker ef al., 1988), but the reason
for this is not yet known: whether it is
related to metabolism or increase of
requirements, impairment of absorption or
excretion (Stryker e/ al., 1988). For vita-
min G, Kallner, Hartmann & Horning
(1981) demonstrated that heavy smokers
require a greater daily intake of ascorbic
acid to reach plasma levels comparable to
those of non-smokers; this phenomenon
has been attributed to an increased
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metabolic turnover of ascorbic acid in-
duced by tobacco.

In our study, alcohol consumption was
associated with higher plasma retinol
level, lower plasma beta-carotene level
and lower alpha-EGOT. Similar results
for retinol and beta-carotene were
observed (Stdhelin e/ al., 1984; Russell-
Briefel et al., 1985; Ferro-Luzzi e al. 1988;
Stryker e/ al., 1988) and were partly
explained by possibly enhanced mobiliza-
tion of vitamin A from the liver to the
circulating blood as a result of hepatocytic
microsomal enzyme_ induction, with or
without depletion of hepatic stores (Ma-
jumdar, Shaw & Thomson, 1983; Sher-
lock, 1984). Using EGOT activation, Hell
& Six (1977) described a decrease of
activation coefficient (an apparent better
vitamin Bg status) in chronic alcoholics,
probably due to alcohol or metabolic
processes induced by it and recommended
that the test should not be used in the
presence of chronic alcoholism.

The linear relations of plasma lipids
with blood levels of fat-soluble vitamins ~
triglycerides and cholesterol with retinol
and alpha-tocopherol, cholesterol with
beta-carotene — are consistent with many
reports (Arab el al., 1982; Willett e al.,
19834; Stihelin e al., 1984; Russell-Briefel
el al., 1985; Garry el al., 1987; Strykereet al.,
1988). Using bivariate analysis on the one
hand and controlling the effects of other
factors, particularly plasma lipids, on the
other hand, we noted an association of
plasma retinol and beta-carotene with the
use of hypolipaemic drugs (increase of
retinol and decrease of beta-carotene
plasma concentrations).

Data  concerning  the use of
hypocholesterolaemic drugs in the litera-
ture are rare and difficult to compare with
ours. Probstfield ¢/ al. (1983) observed
non-significant decreases in serum retinol
and total carotenoids (adjusted for LDL
cholesterol) after clofibrate therapy (a
hypolipaemic agent with structure similar
to fenofibrate) among 28 type I1a hyperlipo-
proteinaemic patients. But these authors
did not control for the effects of other lipids
like plasma triglycerides. However, using
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another type of hypocholesterolaemic
agent (cholestipol: a bile-acid sequestering
agent) serum total carotenoid levels were
reduced after 6 months of therapy, adjust-
ing for LDL cholesterol. It was suggested
that changes in the level of serum
carotenoids are related to alterations in the
absorption of carotenoids during bile-acid
sequestrant administration (Probstfield e
al., 1985), Schwartz ¢/ al. (1980) noticed
significant reductions in serum concentra-
tions of vitamins A and E among children
with heterozygous familial hypercholester-
olaemia during 24 months of cholestipol
therapy but without adjustment for other
factors. The increase of plasma retinol and
decrease of beta-carotene observed in
subjects using clofibrate or related drugs
might be connected to the alteration of
hepatic metabolism induced by these
products.

The effect of the other drugs reported in
bivariate analysis (antihypertensive agent,
cardiotonic, analgesic and antiinflamma-
tory) disappeared when the effect of
factors related to diseases like hyperten-
sion (plasma lipids, ponderal index, use of
hypolipaemic drugs) was controlled.

The inverse relationship between beta-
carotene and ponderal index observed in
our data after adjustment for associated
factors like alcohol and cigarette consump-
tion, gender and plasma lipids, has been
noted previously (Willett e/ al., 1983q
Stryker et al., 1988) and it may represent a
‘dilutional’ effect of a given amount of
beta-carotene being distributed to a large
fat store according to Stryker ef af. (1988).
The association of relative weight with
alpha-EGOT had not previously been
reported, as far as we know.

The apparent relation of gender with
retinol, beta-carotene, alpha-tocopherol
and vitamin Bg, observed in bivariate
analysis, was not any more significant
after adjustment for other factors includ-
ing alcohol or tobacco consumption. This
phenomenon can be explained by the
important differences in alcohol and
tobacco consumption observed in this
sample as in most populations (Arab e/ al,,
1982; Stryker e al., 1988). We have

already reported the same results among
217 males and females aged 1845 years
(Herbeth et al., 1988). Other investigators
also reported higher plasma levels in males
for retinol (Vuilleumier e/ al, 1983q;
Comstock et al., 1988; Stryker ¢l al., 1988),
while the levels were higher in females for
beta-carotene (Vuilleumier e/ al., 1983q;
Comstock e/ al., 1988; Stryker et al., 1988),
alpha-tocopherol (Comstock el al., 1988),
ascorbic acid (Garry el al., 19825) and
alpha-EGOT (Arab e/ af., 1982).

In a sample of younger people, Willett e/
al. (19834) found a significant association
between gender and plasma retinol and
beta-carotene after adjustment for plasma
lipids, Quetelet’s index, age, vitamin
intake and energy intake. But they did not
adjust for alcohol or cigarette consump-
tion. Garry el al. (1987) have recently
shown that crude serum retinol concentra-
tions are similar in preschool boys and
girls.

Sex differences in serum beta-carotene
level have been reported to be small before
puberty (Aoki et al., 1987) and in older age
groups (Ito et al., 1987). Garry e/ al. (1987)
and Ito e al. (1987) have hypothesized
that plasma retinol and carotenoids could
be hormonally regulated, probably hy
oestrogens (Ram & Bamji, 1979; Cum-
mings & Briggs, 1983). Nevertheless, the
smaller sex differences in younger subjects
and the fading of these differences (in
adults) after adjustment for alcohol and
cigarette consumption both support the
hypothesis of an effect of these two
environmental factors unevenly distri-
buted among sexes.

For vitamin C, the difference between
males and females remains significant
after adjustment for other factors. 'This last
observation could be related to the lower
volume of distribution in the steady-state
turnover of ascorbic acid in females than
in males (Kallner, Hartmann & Horning,
1979; Garry e al., 19824).

In controlled human studies, tetracy-
cline therapy led to a significant depletion
of leucocytes and plasma ascorbic acid
after 4d of treatment (Shah, Barbbaiya &
Srinivasan, 1968; Windsor e/ al., 1972), in
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parallel there was an increase in the
urinary excretion of the vitamin. As an
explanation, the authors suggested that
tetracyclines may block the renal reab-
sorption of ascorbic acid and also may act
as a catalyst in the degradation of ascorbic
acid to dehydroascorbic acid. In our study
we noticed that the use of antibiotics
significantly decreased plasma ascorbic
acid, but no subject took tetracyclines.
The main antibiotic types used belonged
to the penicillins, macrolides and chloram-
phenicol class. Do these antimicrobial
drugs have effects similar to those of
tetracyclines on vitamin C metabolism?
We have not found any report in the
literature about antibiotics other than
tetracyclines.

In summary, in our cross-sectional
study among elderly: (1) Dietary intakes of
carotenoids, vitamins E, G, B, and Bg
were associated with blood indicator
levels (plasma beta-carotene, alpha-
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Résumé: Les relations entre d’une part Palimentation, les lipides plasmatiques,
Page, le sexe, lindice pondéral, la consommation de cigarettes et d’aleool, la prise
de médicaments et les infections et, d’autre part les indicateurs sanguins du statut
en retinol, béta-caroténe, alpha-tocopherol, acide ascorbique et vitamines By, By et
B ont été étudiés chez 291 hommes et femmes dgés de 60 4 82 ans. Apres
ajustement sur les autres parametres, les apports alimentaires et les indicateurs
sanguins sont significativement corrélés pour le béta-caroténe, alpha-tocopherol,
Pacide ascorbique, les vitamines By et By, mais pas pour le retinol et la vitamine
By. Les principaux autres facteurs de varialion sont: la consommation de
cigarcttes qui a un eflet négatif’ sur le statut en retinol, bta-caroténe,
alpha-tocopherol, acide ascorbique et vitamine By; la consommation d’alcool pour
le retinol et la béta-carotene (baisse du taux plasmatique); les lipides plasmaltiques
et fa prise d’hypolipémiants pour les vitamines liposolubles; P'indice pondéral pour
le béta-carotene et la vitamine By; le sexe et la prise d'antiblotiques pour 'acide
ascorbique. Les relations entre le sexe et les indicateurs du statut en rétinol,
béta-carotene, alpha-tocophérol et vitamine By ne sont plus signilicatives apres
ajustement sur la consommation d’alcool et de tabac. Le thac et Paleoot
apparaissent comme deux facteurs associés qui doivent étre pris en compte dans
fes études sur les relations entre ces vitamines ot es alfections lices aux habitudes
tabagiques et alcooligues.

Windsor, A.C.M., Hobbs, C.B., Treby, D.A. &
Cowper, R.A. (1972): Effect of tetracycline
on leucocyte ascorbic acid levels. Br. Med. J.



P11 - Vitamines et déterminants

Determinants of plasma retinol, beta-carotene and alpha-tocopherol
Herbeth B, Chavance M, Musse N, Mejean L. Vernhes G
Lettre a | 'éditeur : Am J Epidemiol 1990;132:394-396

Deux articles publiés en 1988 par Strycker et al. et Comstosk et al. nous ont donné I’occasion
d’approfondir les analyses statistiques a propos de 2 facteurs de variation des taux circulants
des vitamines A, E et B-caroténe : la consommation de médicaments et le tabagisme.

Un sous-échantillon de 282 personnes dgées (60-87 ans) recruté dans les centre d’examen de
santé de Metz et de Vandoeuvre-les-Nancy et issu de |’étude précédemment décrite (P10) a
servi de base de travail. Sur cet échantillon, nous disposions des données alimentaires, de la
consommation de tabac et de médicaments ainsi que des dosages biologiques de vitamines A,
E et B-caroténe.

L’analyse par régression multiple montre que I’o-tocophérol et le -carotene plasmatiques
sont tous deux corrélés aux apports respectifs en vitamine E et en caroténe. La consommation
de tabac a un effet négatif sur les concentrations des 3 micronutriments, la consommation
d’alcool, en revanche, est associée a une augmentation du rétinol plasmatique et a une
diminution du B-caroténe. Contrairement aux résultats de Strycker et al. nous n’avons pas
retrouvé de terme d’interaction entre le tabagisme et les apports en caroténe pour les
concentrations en [3-caroténe dans le plasma. Au contraire, les coefficients de corrélation
ajustés sur les cofacteurs (sexe, lipides plasmatiques, apports en énergie et alcool, indice
pondéral et prise d’hypolipémiants) sont supérieurs chez les fumeurs (0,329)
comparativement aux non-fumeurs (0,158). Ce résultat ne soutient pas I’hypothése émise dans
la publication de Strycker et al. selon laquelle il faudrait des apports en caroténe plus
importants chez les fumeurs que chez les non-fumeurs pour maintenir un taux constant de
B-caroténe circulant. Pour la vitamine E, le méme phénoméne est observe : corrélations
apports/concentrations plasmatiques plus élevées chez les fumeurs que chez les non-fumeurs.

Parmi les différents médicaments testés dans la régression multiple (apres ajustement), seule
la prise d’hypolipémiants est positivement associée a la concentration de rétinol et
négativement a celle du f-caroténe. Sans ajustement, on retrouve les mémes résultats que
ceux de Comstock et al, c’est a dire, une augmentation du rétinol et de 1’a-tocophérol
circulants chez les sujets qui prennent des antihypertenseurs. Aprés ajustement sur les facteurs
associés a I’hypertension, lipides plasmatiques, prise d’hypolipémiants et indice pondéral,
I’effet des médicaments de cette classe disparait. Comstock et al. n’avaient pas ajusté sur ces
cofacteurs avant de publier ces résultats | Leur hypothese sur la régulation par le rein des taux
de rétinol chez les sujets prenant des hypolipémiants n’est pas confortée par nos résultats.
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Letters to the Editor

DETERMINANTS OF PLASMA RETINOL, BETA-CAROTENE, AND ALPHA-
TOCOPHEROL

In two recent articles, Stryker et al. (1) and
Comstock et al. {2) presented interesting results about
determinants of plasma retinol, beta-carotene, and
alpha-tocopherol among 330 and 415 adults, respec-
tively. They looked at the relations between plasma
vitamins and smoking (1), diet intake (1), and anti-
hypertensive drug use (2) in particular. Using a cross-
sectional design (3), we recently studied the main
variation factors of these three fat-soluble vitamins in
a sample of 282 elderly subjects (age range, 60-82
years), selected at the Centers for Preventive Medicine
of Nancy-Vandoeuvre and Metz (eastern France).

Food intakes were estimated by use of a 7-day diary
and a computerized food composition table based on
a table in the paper by Souci et al. (4). Plasma levels
of retinol, beta-carotene, and alpha-tocopherol were
measured by the high-pressure liquid chromatography
method. Our observations confirm the main results of

tryker et al. (1) and Comstock et al. (2), as well as
those of previous studies (5, 6), but on some points
different conclusions were reached.

Table 1 presents the results of the three stepwise
linear regression analyses performed. For beta-
carotene and alpha-tocopherol, dietary intake was re-
lated to plasma concentrations {p < 0.01), while for
the three vitamins, cigarette smoking had a negative
effect on plasma levels (p < 0.01 or p < 0.001). Alcohol
consumption was negatively related to beta-carotene
plasma concentration (p < 0.05) and positively related
to retinol plasma concentration (p < 0.001). It must
be emphasized that our observations come from 281
subjects who were not taking vitamin supplements.

Contrary to the results of Stryker et al. (1), the
interaction term for smoking and vitamin intake did
not approach statistical significance for beta-carotene.
The partial correlation coefficient between carotene
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TABLE 1

395

Predictors of plasma retinol, beta-carotene and alpha-tocopherol in multiple regression analysis among 282

elderly subjects: data collected between 1983 and 1985 in the Centers for Preventive Medicine of Nancy
and Metz

Retinolt

Predictor variablest (ug/liter)

Beta-carotenet
(ug/liter)

Alpha-tocopherolt
(mg/liter)

Plasma triglyceride (mmol/liter)
Plasma cholesterol {mmol/liter)
Alcohol consumption (g/day)
Cigarette consumption (g/day)
Ponderal index (%) —
Vitamin intake$§ —
Energy intake (kcal/day) —
Hypolipemic drug use {1 = yes, 0 =

1o) 0.146 (0.054)**
Vitamin intake§ X cigarette con-

sumption —
Intercept 6.017 {0.140)

Multiple r? 0.207

0.104 (0.029)***

0.199 (0.074)*

0.048 (0.009)***
—~0.048 {0.014)**

—i
0.955 (0.181)***
—0.058 (0.023)*
—0.201 (0.035)***
—~0.844 (0.210)***
0.163 (0.046)***

0.178 (0.020)***
0.805 (0.051)***

—-0.172 (0.056)**

0.071 (0.021)***
~0.086 (0.039)*

—0.404 (0.136)*** —

— 0.065 (0.021)**
8.269 (1.087) 0.926 (0.109)
0.298 0.618

*p = 0.05; **p =< 0.01; *** p < 0.001.

T All variables except hypolipemic drug use were log,-transformed before regression.

t Regression coefficient (standard error).

§ Vitamin A (retinol equivalent, ug/day) for retinol, carotenoids (ug/day) for beta-carotene, vitamin E (mg/

day) for alpha-tocopherol.
I Nonsignificant regression coefficient.

intake and blood level of beta-carotene, adjusted for
sex, plasma lipids, alcohol and energy intake, ponderal
index, and use of hypolipemic drug was greater for
smokers (0.329, p < 0.05) than for nonsmokers
(0.158, p < 0.05). Thus, our data do not support the
hypothesis that for a given increment of dietary car-
otene the plasma level of beta-carotene increases less
for smokers than for nonsmokers. The discrepancy
between the results of our study and those of Stryker
et al. cannot be related to a different use of beta-
carotene supplement in the populations studied since
there was no user of such supplement in both samples.
Concerning alpha-tocopherol, the interaction term be-
tween vitamin intake and smoking was significant
(p < 0.05); this observation was due to a larger partial
correlation between intake and blood levels for smok-
ers (0.513, p < 0.001) than for nonsmokers (0.195, p <
0.01), but in the study by Stryker et al. (1), the
association of intake of vitamin E with plasma levels
was similar over categories of cigarette consumption.
For vitamin A, we did not observe any significant
correlation between intake and plasma levels.
Concerning the effect of drugs, we observed, using
bivariate analysis, that subjects taking antilipemic
agents had higher plasma retinol concentrations
(mean = standard deviation: 774 * 149 vs. 671 % 165
ug/liter, p < 0.01) and lower beta-carotene concentra-
tions (mean * standard deviation: 310 *+ 143 vs.
489 + 299 ug/liter, p < 0.05) than the others. These
effects remained significant after adjustment for plas-
ma lipids {table 1). Subjects who used antihyperten-
sive agents had higher plasma retinol levels (mean +
standard deviation: 718 + 158 vs. 667 + 149 ug/liter,
p < 0.05) and higher plasma alpha-tocopherol levels
(mean = standard deviation: 15.3 £ 4.3 vs, 14.3 £ 3.3

mg/liter, borderline significance) than did other sub-
jects. However, this effect disappeared when the effect
of factors related to hypertension (plasma lipids, pon-
deral index, and use of hypolipemic drugs) was con-
trolled (table 1). Comstock et al. (2) also observed
higher plasma retinol and alpha-tocopherol levels in
subjects using antihypertensive drugs, but they did not
control for the effect of factors related both to hyper-
tension and liposoluble vitamins such as plasma lipids
or corpulence.

A common conclusion reached in our study and in
the preceding ones is that ponderal index and alcohol
and cigarette consumption are important determi-
nants of retinol, beta-carotene, and alpha-tocopherol
blood levels. These levels are also strongly related to
plasma lipids. It should be emphasized that these three
variables are well-known risk factors for many dis-
eases and that, as stated by Stryker et al. “incomplete

-control of (these) factors could lead to false estimates

of increased cancer risk with decreased blood beta-
carotene levels because of the confounding effects of
tobacco and alcohol use” (1, pp. 294~5).
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Vitamin status, immunity and infections in an elderly population
Chavance M. Herbeth B, Fournier C, Janot C. Vermnhes G
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Dans les années 80, les relations entre nutrition et immunité commencent a étre bien décrites
dans les pays en voie de développement, cependant dans les pays industrialisés, peu de choses
sont connues dans ce domaine. La seule étude épidémiologique de référence avait été menée
aux USA chez des personnes agées dont 60% prenaient des suppléments vitaminiques. Les
résultats issus d’individus prenant des mégadoses de vitamines n’étaient pas transposables a la
population frangaise du moment.

Ce travail a donc été initié afin d’estimer les relations entre le statut vitaminique, les
parametres immunologiques et le nombre des infections dans un échantillon de personnes
autonomes et en bonne santé, agées de plus de 60 ans. Au total 411 individus ont participé a
cette étude, mais 202 ont été éliminés de I’exploitation statistique sur des critéres pouvant
interférer sur les fonctions immunitaires et le statut nutritionnel : infection récente,
vaccination ou prise de certains medicaments. Les indicateurs plasmatiques de statut en
vitamines, rétinol, a-tocophérol, acide ascorbique et vitamine B6 ont été déterminés. Trois
marqueurs de I'immunité cellulaire ont €été mesurés: pourcentage de lymphocytes T,
prolifération des lymphocytes en présence de phytohémaglutinine, hypersensibilité retardée a
7 antigénes ubiquitaires. De plus, un questionnaire sur la fréquence des infections passées a
été rempli par chaque personne.

Compte tenu des limites de décision pour les indicateurs biologiques mesurés, S % des sujets
de notre étude sont a risque de déficience pour la vitamine B6, 10 % pour la vitamine C et
seulement 0,5 % pour le rétinol ; aucune personne n’est a risque pour la vitamine E. Deux
résultats importants, en accord avec les observations expérimentales de la littérature, méritent
d’étre soulignés. Tout d’abord, le statut en vitamine B6 est positivement associé au
pourcentage de sous-populations de lymphocytes T : les personnes situées dans le premier
tertile de statut en vitamine B6 (statut bas) présentent des proportions de cellules CDS et CD4
plus basses (50,6 et 32,6 %, respectivement) comparativement a celles situées dans le dernier
tertile (62,0 et 41,0 %). Les individus du tertile médian présentent des valeurs intermédiaires
(57,6 et 39,5%). Les concentrations en vitamine E dans le plasma sont négativement
corrélées au nombre des infections passées : les personnes situées dans le dernier tertile de la
distribution déclarent avoir eu moins d’infections dans les 3 derniéres années que celles
situées dans le premier tertile (respectivement 1,0 et 2,3 infections en moyenne). Aucune
autre relation n’a été mise en évidence entre les 2 groupes d’indicateurs nutritionnels et
immunologiques.

Malgré ces 2 résultats cohérents avec les données expérimentales, il semble que les
indicateurs d’immunité cellulaire dans notre échantillon sont peu affectés par le statut en
vitamines. Dans la littérature, les travaux montrant des relations entre statut nutritionnel et
fonction immunitaire portent, la plupart du temps, sur des populations présentant des
déficiences séveres. Ceci peut expliquer nos propres résultats.
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The relations between vitamin status and immunological parameters or number of
infections have been investigated in self-sufficient healthy individuals aged 60 and
over. A total of 411 subjects agreed to participate, but 202 were discarded from the
main statistical analysis since they could have had their immune or nutritional
status modified by a recent infection, vaccination or drug consumption. Plasma
concentrations of retinol, «-tocopherol, ascorbic acid and vitamin Bg were
determined. Three indices of cellular immunity were measured: percentages of
T-cell subsets, lymphoproliferative response to phytohaemaglutinin and delayed-
type hypersensitivity to 7 ubiquitous antigens. A questionnaire about past
infections was presented.

Two results, supported by previous experimental observations, should be
underlined. Vitamin Bg status was positively related to percentages of T-cell
subsets: the lowest percentages of CD5 and CD4 cells were observed
in the low Bg status group {50.6 and 32.6 per cent) and the highest percentages in
the high Bg status group (62.0 and 41.0 per cent), with intermediate values in the
medium group (57.6 and 39.5 per cent). Vitamin E status was negatively related
to the number of past infections: subjects with a high «-tocopherol plasma
concentration had fewer infections during the last 3 years (1.0) than those with a
medium (2.2) or a low (2.3) concentration. In spite of these two observations,
cellular immunity did not seem to be strongly related to vitamin status in the
supposedly healthy population studied.

The existence of a relationship between
nutrition and immunity is widely recog-
nized (Gross & Newberne, 1980; Beisel,
1982; Panush & Delafuente, 1985), but

little is known about its impact in
industrialized countries. Some studies
have shown that marginal deficits,

without clinical signs of malnutrition, can
affect human natural defences (McMur-
ray, Watson & Reyes, 1981; Buzina,
1981). The variability in physiological
measurement is generally greater in old
age {Siest ef al., 1983); thus, if in a country
like France some groups of subjects have
their immunity impaired because of mar-

ginal nutritional deficiencies, it is probably
among the elderly that such a phe-
nomenon can be best observed. Clinical
trials performed in Belgium or Canada
have shown that nutritional support can
improve immune responses of elderly
subjects (Kennes e al., 1983; Chandra &
Puri, 19854). As far as we know, the only
epidemiological survey on the relations
between nutrition and immunity in
the elderly performed in a western country
was the one by Goodwin & Garry (1983),
but in this study 60 per cent of the subjects
were ingesting one or more vitamin or
mineral supplements; thus, the authors
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were only able to study the relationship .

between megadose vitamin supplementa-
tion and immunological function.

We present here the results of an
epidemiological survey performed in
France to measure indicators of cellular
immunity and susceptibility to infections
of healthy elderly subjects according to
their vitamin status. The relationships
between blood vitamins and dietary in-
takes have been already presented (Her-
beth et al., 1989).

Subjects and methods

Population

Self-sufficient individuals, living in their
own homes, were invited by letter to have a
free healith check-up in the Screening Centres
of Nancy or Metz (Eastern France). Only
volunteers who did not suffer from any
disease which could modify their immun-
ity were included in the study. A short
questionnaire about known illness was
presented and subjects with cancer, arthri-
tis or liver disease were not included. All
subjects who during the last month had
suffered from any kind of infection, were
vaccinated or had been taking anti-
infectious medication (antibiotics, anti-
tubercular, anti-parasitic, anti-viral, sulfa-
mides), analgesics, hormones or ant-
inflammatory drugs were identified. Sub-
jects with an abnormal erythrocyte sedi-
mentation rate or an abnormal blood
count according to the criteria used by the
Nancy Screening Centre (Siest ef al., 1983)
were also identified. These subjects might
have had their immune and nutritional
status modified; unless explicitly stated,
they were not considered in the statistical
comparisons.

Immunological parameters

During the health check-up, fasting blood
specimens were collected between 8:00
and 9:00a.m. in three lithium heparinate
tubes. For mononuclear cell isolation and
identification, heparinized blood was di-
luted one-third in Hanks’ balanced salt
solution and layered onto a Ficoll-
Hypaque gradient (Pharmacia, Uppsala,
Sweden). After centrifugation at 320g for
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15min, the cells at the interface were
collected, pooled and washed in Hanks’
solution. An aliquot of them was diluted in
an appropriate medium (RPMI 1640,
Flow, Rockville, MD) supplemented with
20 per cent fetal calf serum (FCS) in the
presence of 15 per cent dimethyl sulphox-
ide, preserved by freezing, and stored in
liquid nitrogen.

T-cell subsets. Cells were thawed rapidly
at 37°C and incubated overnight at 37°C
in Hanks’ balanced salt solution contain-
ing 10 per cent FCS. T-cell subsets were
then evaluated by indirect immuno-
fluorescence using monoclonal antibodies
from the anti-Leu series (Becton Dickin-
son, Sunnyvale California, USA). Leul,
Leu2a and Leu3a respectively identify
CD5, CD8 and CD4 cells. Mononuclear
cells were incubated for 30 min in ice with
saturating amounts of monoclonal anti-
body. After washing, the cells were incu-
bated for 30min at 4°C with goat
anti-mouse IgG fluorescein conjugated
(GAM, Nordic) and again washed twice.
All the labelled suspensions were scored
for the evaluation of stained mononuclear
cells under the fluorescent microscope and
results were expressed as percentages of
fluorescent cells. CD4 antigen, first
thought to be a marker of helper T cells, is
associated with HLA class IT restricted T
cell recognition, while CD8 antigen is
associated with HLA class I restricted T
cell recognition (Lifson & Engleman,
1989). CD5 antigen is found on all T cells
but also on a small proportion (1-3 per
cent) of B lymphocytes. T-cell subsets data
were only available on a subsample.

Lymphoproliferative response. Fresh mono-
nuclear cells were stimulated by optimal
doses of phytohaemaglutinin (PHA). A
final concentration of 0.5 g/ml PHA (Well-
come) in RPMI 1640 supplemented with
antibiotics and 10 per cent FCS was used.
After 72 h incubation at 37 °C, the cultures
were pulsed with 2uCi of tritdated thymi-
dine and further incubated for 18 h. Cells
were harvested and the incorporated
radioactivity was measured. Background
counts were subtracted.
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Delayed-type  hypersensitivity (DTH). Skin
tests were performed using Multitest (Inst.
Meérieux, Lyon). Responses to the seven
antigens, tetanus, diphtheria, streptococ-
cus, tuberculin, candida, tricophyton and
proteus were assessed 48 h later by a single
collaborator, in the subject’s home. A
response was considered positive if an
induration diameter of at least 2mm was
observed.

Susceptibility. to infections

A detailed questionnaire, including 14
headings, about past infections or symp-
toms of infection was presented to the
subjects by the single medical doctor who
came to their home to assess DTH. The
number of infections during the last month
and the last 3 years were recorded
separately.

The drug and vitamin supplement
consumptions during the last week were
also recorded in the subjects’ home, where
it was possible to carry on any verification
if they did not remember the name of a
product.

Indicators of vitamin status

The second heparinate tube was im-
mediately centrifuged within 15min to
separate the plasma. Total cholesterol and
triglyceride levels were determined by the
enzymatic method (Steimetz, 19834,5).
Aliquots for retinol and «-tocopherol deter-
minations were frozen at —20°C until
analysis using high pressure liquid chro-
matography (Vuilleumier ef al., 1983a).
Aliquots for ascorbic acid determination
were frozen within 30 min at —20°C, with
fresh and cold metaphosphoric acid solu-
tion (5 per cent) until analysis by the
method of Deutsch & Weeks (Brubacher
& Vuilleumier, 1974). For vitamin Bg
status determination, the contents of the
third heparinate tube were homogenized
and an aliquot of blood was immediately
transferred into sterile brown glass septum
ampoules containing ACD-stabilizer. The
vials were stored at 4-6°C, 7d at most,
until analysis. Vitamin Bg status was
assessed by measuring the activation of
erythrocytic glutamate oxalacetate amino-

transferase (EGOT) by pyridoxal-5-
phosphate (PLP), using the Cobas Bio
apparatus {Vuilleumier ¢t al., 19835). One
assay was made with untreated haemoly-
sate, the other with the same haemolysate
after in vitro incubation with excess coen-
zyme (PLP). Results were expressed as
activation coefficients (¢-EGOT =activity
after saturation/activity without satura-
tion). A low response to coenzyme sti-
mulation indicates an already high satura-
tlon with coenzyme, ie a good vitamin Bg
status.

Statistical analysis

The sample was divided into three groups
for each of the measured vitamins: the first
quartile, the two medium ones and the last
one. Variance analysis for unbalanced
data was performed by the SAS procedure
GLM (SAS Institute, Cary, N. Carolina,
USA), to compare immune indices in the
three groups thus defined for each vitamin,
while adjusting for sex and age. In order to
stabilize the variance for variables with a
Poisson-type distribution, such as the
number of infections or the number of
positive responses to the skin test, a square
root transformation was performed.

Results

During the 27 months of the survey, 411
subjects were seen: 197 men with a mean
age of 68.4 years (s.d. 4.6 years) and 214
women with a mean age of 67.6 years (s.d.
4.7 years). Ages ranged from 60 to 82
years.

A total of 202 subjects could have had
their immune or nutritional status mod-
ified: 63 because of an infection during the
last month, 130 because of vaccination
(60) or drug consumption (53 use of
analgesics, 29 use of anti-inflammatory
drugs and 12 anti-infectious medication),
50 because of an abnormal erythrocyte
sedimentation rate or an abnormal blood
count. These numbers do not total 202
since the categories are not exclusive.

Ten subjects were using vitamin supple-
ments according to the interview per-
formed at home. One was taking vitamin
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A, one vitamin D and one folate; the seven
others were taking some form of vitamin B
supplement: three a cocktail of vitamins
B,, Bg and By, two Bg alone and two B
alone. No subject was taking vitamin C or
E supplements.

Table 1 gives the numbers and percen-
tages of subjects at risk of vitamin
deficiency. It can be noticed that 99.5 per
cent of the subjects were not at risk for
retinol and 100 per cent for a-tocopherol
according to the limits indicated in the
Table. The percentage of subjects at risk
was highest for vitamin C (10 per cent).
Since a small number of subjects were at
risk of vitamin deficiency, we compared
subjects with the highest, medium or
lowest observed vitamin status. The
thresholds used to define these three
groups {lst and 3rd observed quartiles)
were .44 and 1.76 («-EGOT) for vitamin
Bg, 4 and 11 mg/t for ascorbic acid, 580
and 767 pug/l for retinol and 12.2 and
16.7 mg/l for a-tocopherol.

No significant relationship was observed
between vitamin C or retinol concentra-
tions and any of the immunological
parameters: T-cell subsets, PHA respon-
siveness, delayed-type hypersensitivity or
number of infections.

Table 1. Numbers and percentages of subjects at risk
of vitamin deficiency.

At risk Not at risk
Vitamin Bg
«-EGOT >2.0 <2.0
n 10 197
% 5 95
Ascorbic acid
mg/] <2.0 =20
n 19 179
%o 10 90
Retinol
ug/l <300 =300
n 1 207
Y% 0.5 99.5
«-tocopherol
mg/1 <4.0 =4.0
n 0 207
% 0 100
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Fig. 1. Percentage of T-cell subsets, adjusted for age
and sex, according to vitamin Bg status. Vertical
bars represent s.e.m.

Vitamin Bg status was found by
variance analysis to be positively related to
percentages of CD5 (P < 0.003) and CD4
(P < 0.05) cells (Fig. 1): the lowest
percentages of CD5 and CD4 cells
were observed in the lowest Bg status
group (50.6 and 32.6 per cent) and the
highest percentages in the highest Bg
status group (62.0 and 41.0 per cent), with
intermediate values in the medium group
(57.6 and 39.5 per cent). Percentages of
CD8 cells did not seem to vary according
to vitamin Bg status (19.9, 20.8 and 19.1
per cent). Vitamin Bg as estimated by
®-EGOT was also significantly related to
the number of infections during the past 3
years (Table 2, P < 0.05 by variance
analysis), but in the lowest status group
the incidence of infections was lower (0.9)
than in the medium (2.3) or in the highest
(2.2) status groups.

Alpha-tocopherol concentration was
significantly related to the number of
infections during the past 3 years (Fig. 2, P
< 0.05 by variance analysis). After adjust-
ment for-age and sex, the mean number of
infections in the lowest and medium con-
centration groups was respectively 2.3 and
2.2 against 1.0 in the highest concentration
group. This relation was not modified after
adjustment for cholesterol and triglyceride
or for month of survey. Vitamin E status
was not related to the other immunological
parameters investigated.
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Table 2. Number of infections during the last 3 years (adjusted for age and sex) according to vitamin By status.

Vitamin Bg status Low Medium High
«-EGOT >1.76 1.44-1.76 <]l.44

n 51 98 58
infections (*s.e.m.) 09x05 23+£04 22x05

infections

ow medm
n=52 n=99 n=56

Fig. 2. Number of infections during the last 3 years
according to vilamin E siatus (adjusted for age and
sex). Vertical bars represent s.e.m.

Table 3. Mean plasma concentration of «-locopherol
and mean EGOT activation coefficient for subjects
with or without infection during the last month.

Infection during the last month No Yes
n 346 63
«-tocopherol, mg/l 146  1.38
s.d. 0.35 0.33
«-EGOT (AC) 164 1.63
s.d. 0.29 0.28

Among the subjects who were not
included in the statistical analysis, 63 were
excluded because of an infection during
the last month. Table 3 gives the mean
«-tocopherol concentration and the mean
activation coefficient «-EGOT for the
subjects with and without infection. There
was no difference between the two groups
for vitamin B, but the difference for
vitamin E was borderline significant (P <
0.10, two-tail test).

Discussion

Severe deprivation of vitamin E appears to
affect immune function, while various
indices of cellular immunity and resistance

to infections were found increased in
vitamin E supplemented animals (for
review see Beisel, 1982; Tengerdy,
Mathias & Nockels, 1984; Carpenter,
1986). Few studies have dealt with the
effect of vitamin E supplementation on
man. Boxer (1986) reported that after
administration of «-tocopherol for 2
weeks, phagocytosis was increased but
ability to kill bacteria was reduced. Prasad
(1980) reported that adult young males,
after receiving DL-o-tocopheryl acetate,
had a decrease in PHA responsiveness.
The validity of this result is questionable
because of the lack of controls and of an
inappropriate statistical methodology (use
of a paired (-test to compare non-normal
distributions on a sample of only 8
subjects), but it can be put together with
our inability to confirm the positive
correlation found in animal experiments
between vitamin E status and PHA
responsiveness  (Corvin, Gordon &
Schloss, 1981; Bendich, Gabriel & Mach-
lin, 1986; Meydani ¢f al., 1986). Harman
& Miller (1986) compared the effect of a
supplementation with either 0 mg, 200 mg,
or 400 mg/d for 6 months on 103 patients
in a chronic care facility. They did not
observe any difference between the three
groups for the incidence of infections
during the trial. The discrepancy between
this clinical study and our epidemiological
survey might be due to the difference
between the populations. But it should be
noted that, although the difference was not
significant, the treated patients had re-
peatedly more infections than controls dur-
ing the first 3 months of treatment (with a
total of 30 against 21), a similar amount
during the fourth month (16) and fewer
infections during the last 3 months (23
against 31).

We did not observe any correlation
between «-tocopherol concentration and
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T-cell subsets, PHA responsiveness or
delayed-type hyperreactivity, but subjects
with the highest vitamin E status had
fewer infections during the last 3 years
(1.0) than those in the two other groups
(22 and 2.3). These findings would
suggest that the vitamin E-related resist-
ance to infections is not the consequence of
improved T-cell functions. It was verified
that this result could not be ascribed to an
effect of triglyceride and cholesterol or to a
recall bias (which could have been the case
if both a-tocopherol concentration and the
number of past infections had been found
to follow scasonal patterns or if the
investigator and/or subject had been
informed of the observed vitamin status).
Furthermore, this result was supported by
the fact that the subjects who had been
discarded from the statistical comparisons
because of a recent infection had a lower
vitamin E status than the others, the
difference being of borderline significance.

Pyridoxine deprivation, with or without
the use of a pyridoxine antagenist, has
been shown to affect many aspects of
immune mechanisms in different strains of
animals (for review, see Gross, 1980;
Beisel, 1982; Chandra & Puri, 19855).
Depressed DTH reactions have been
reported in vitamin Bg deficient guinea
pigs (Axelrod e al., 1963). Decreased
proliferation of lymphocytes in response to
PHA stimulation (Chandra, Au & Heresi,
1981) has also been observed. A small
clinical study was performed by Talbott,
Miller & Kerkvliet (1987) on 11 healthy
elderly treated subjects and 4 comparable
controls. Lymphocyte proliferation dif-
fered in the two groups at the end of
treatment because of an increase with
reference to the presupplemental values in
the treated subjects. A significant increase
of the proportion of CD3 and CD4 positive
cells was also observed, only in the treated
subjects, but no statistical comparison
between the supplemented and control
groups was performed.

We observed a positive relation between
vitamin Bg status and the proportion of
CD5 and CD4 positive cells. CDS are
almost identical to CD3 positive cells
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(total T cells), but the former include a
small proportion (1-3 per cent) of B cells.
Pyridoxine status was also statistically
related to the number of past infections,
but we did not observe any effect of
vitamin Bg status on the proportion of
CD8 cells, PHA stimulation, or DTH, We
did not find any report about the influence
of pyridoxine status on resistance to
infections. It should be noticed that the
relation observed in our survey was
paradoxical since the lowest rate of
infections corresponded to the lowest
vitamin Bg status group and the highest
rate to the medium group. This relation,
not supported by previous resilts, nor by
the comparison of vitamin Bg status of
subjects with or without an infection
during the previous month has to be
considered very cautiously; it could be due
to chance only.

Talbott et al. (1987) observed a positive
relation between pyridoxine supplemen-
tation and response to PHA stimulation
while we did not find any, but their clinical
work led to the same conclusions as our
epidemiological survey about the relation
between pyridoxine and T-cell subsets. In
both studies, percentages of total T cells,
as defined by CD3 or CD5 and of CD4
cells, correlated with vitamin Bg status,
while no relation was observed with CD8
cells. The mechanisms involved in the
relations of pyridoxine with mitogenicity
and with T-cell subsets might be different.
Pyridoxal 5-phosphate plays a critical role
in DNA synthesis and thus in RNA and
probably protein synthesis {Gross, 1980).
It is conceivable that a deficiency in
pyridoxine can impair many immunolog-
ical functions like immunoglobulin syn-
thesis or cell proliferation, but this simple
hypothesis does not work properly to
explain the different relations of vitamin
Bg with percentages of CD4 and CD8 cells.

Experiments to determine the conse-
quences of vitamin C deprivation general-
ly apply to scorbutic animals (for review,
Gross, 1980; Beisel, 1982). In man, a
metabolic study on five subjects, showed
absolutely no effect of vitamin C depriva-
tion on PHA responsiveness, although
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plasma concentrations of ascorbic acid fell
below levels where symptoms of scurvy are
sometimes observed (Kay ef al., 1982). A
trial comparing the effect of injections of
vitamin C or of a placebo revealed an
effect on PHA responsiveness (Kennes et
al., 1983). In another clinical trial, ascor-
bic acid had no significant effect on
proliferation responses of lymphocytes
(O’Brien & McMurray, 1988). As stated
by Beisel (1982), the consensus of scientific
opinion fails to support the view that
ascorbic acid supplementation with 1-2 g/d
doses is effective in reducing susceptibility
to common colds. We did not observe any
correlation between vitamin C status and
percentages of T-cell subsets, PHA re-
sponsiveness, delayed-type hypersensitiv-
ity or number of past infections.

The influence of vitamin A on immune
mechanisms and resistance to infections is
well established (for review see Gross,
1980; Beisel, 1982). Several studies dealt
with children living in developing coun-
tries. One of them failed to demonstrate
any effect of supplementation on antibody
response or delayed-type hypersensitivity,
but underlined the. fact that doses neces-
sary to increase responses in mice would
be likely to induce undesirable side effects
in children (Brown et al., 1980). Significant
relations were observed between vitamin
A deficiency and percentage of T lympho-
cytes (Bhaskaram & Reddy, 1975), or
infectious diseases (Sommer, Katz &
Tarwotjo, 1984; Milton, Reddy & Naidu,
1987); two clinical trials gave some
evidence that systematic vitamin A sup-
plementation of deficient populations
might reduce mortality (Sommer ¢t al,,
1986; Barclay, Foster & Sommer, 1987).

We did not observe any relation be-
tween vitamin A status and number of
past infections nor any of our indices of
cell-mediated immunity, Our preliminary
observation(Chavance e al., 1984) of a
relation between retinol concentration and

DTH was not confirmed by the final
analysis. Plasma retinol is not a good
index of hepatic stores and 1is considered as
a reliable indicator of vitamin A status
mainly for low values, after depletion of
these stores. Here, only 1.5 per cent of the
subjects had a retinol concentration below
300ug/l, indicating a risk of hepatic
depletion.

In conclusion, two resuits, supported by
other observations, have to be underlined.
In this healthy elderly population, vitamin
Bg status was positively related to percen-
tages of CD3 and CD4 cells. Viamin
E status was negatively related to the
number of past infections. Nevertheless,
the majority of the performed compari-
sons did not reveal any significant relation,
Evidence of relations between vitamins
and immunity comes mainly from studies
with severe nutritional deficiency or from
clinical trials; but this sample did not seem
to include subjects at risk of deficiency for
vitamins Bg, A and E, only 10 subjects
were taking vitamin supplements, and
cellular immunity was not strongly related
to vitamin status. Goodwin & Garry
(1983) wrote about the relative lack of
effect of megadose vitamins on immuno-
logical function. In our study, healthy
elderly subjects with concentrations of
ascorbic acid, retinol or o-tocopherol
below the first quartile did not show any
impairment of cellular immunity.

Acknowledgements—The authors would like to
thank Professor G. Brubacher and Hoflmann
La Roche & Co. for performing all vitamin
analyses. They are indebted to Mrs M.
Chartier, G. Corby, F. Dété and S. Mistou for
their excellent technical assistance. They ex-
press their gratitude to G. Siest, J. Locuti, A
Floch and all their collaborators from the
‘Centre de Médecine Préventive’ as well as to
the stafl of the ‘Centre d’Examens de Santé et
de Meédicine Préventive de Metz', most parti-
cularly to the dietetic department.

833



M. Chavance et al.

References

Axelrod, A.E., Trakatellis, A.C., Bloch, H. &
Stinebring, W.R. (1963): Effect of pyridox-
ine deficiency upon delayed hypersensitivity
in guinea pigs. J. Nutr. 79, 161-167.

Barclay, A]J.G., Foster, A. & Sommer, A.
{1987): Vitamin A supplements and mortal-
ity related to measles: a randomised clinical
trial. Br. Med. J. 294, 294--296.

Beisel, W.R. (1982): Single nutrients and
immunity. Am. J. Clin. Nutr. 35 Suppl.
417-468.

Bendich, A., Gabriel, E. & Machlin, LJ.
(1986): Dietary vitamin E requirement for

optimum immune responses in the rat. J.

Nutr. 116, 675-681.

Bhaskaram, C. & Reddy, V. (1975): Gell-
mediated immunity in iron and vitamin-
deficient children. Br. Med. J. 3, 522.

Boxer, L.A. (1986): Regulation of phagocyte
function by alpha-tocopherol. Proc. Nutr. Soc.
45, 333-344,

Brown, K.H., Rajan, M.M., Chakraborty, J. &
Aziz, K.MLA, (1980): Failure of a large dose
of vitamin A to enhance the antibody
response to tetanus toxoid in children. Am.
J. Clin. Nutr. 33, 212-217.

Brubacher, G. & Vuilleumier, J.P. (1974):
Vitamin C. In Clinical biochemistry, principles
and methods. ed H.C. Curtius & M. Roth, pp.
989-997. Berlin: W. de Gruyter.

Buzina, R. {1981): The impact of marginal
malnutrition on health and behaviour. In
Problems in nuirition research today ed H.E.
Aebi, G.B. Brubacher & M.R. Turner, pp.
57-74 London: Academic Press.

Carpenter, M.P. (1986): Effects of vitamin E on
the immune system. In Vitamins and cancer.
Human prevention by vitamins and micronutrients.
ed F.L. Meyskens and K.N. Prasad. pp.
199-211. Clifton: Human Press.

Chandra, R. K., Au, B. & Herest, G. (1981):
Single nutrient deficiency and cell-mediated
immune responses. II. Pyridoxine. Nutr.
Res. 1, 101-106.

Chandra, R.K. & Puri, S. (19854): Nutritional
support improves antibody response to
influenza virus vaccine in the elderly. B7.
Med. j. 291, 705-706.

Chandra, R.K. & Puri, S (19856): Vitamin Bg
modulation of immune response and infec-
tion. In Vitamin Bg: its role in health and disease.
pp. 163-175. New York: A.R. Liss.

Chavance, M., Brubacher, G., Herbeth, B.
Vernhes, G., Mikstacki, T., Dete, F., Four-
nier, C. & Janot, C. {1984): Immunological
and nutritional status among the elderly. In

834

Lymphoid cell functions in aging. ed. A.L. de
Weck. pp. 231-237. Rijswijk: EURAGE.,
Corvin, L.M., Gordon, R.K. & Shloss, J.
(1981): Studies of the mode of action of
vitamin E in stimulating T cell mitogenesis.

Scand. J. Immunol. 14, 567-572.

Goodwin, J.S. & Garry, PJ. (1983): Rela-
tionship between megadose vitamin supple-
mentation and immunological function in a
healthy elderly population. Clin. Exp. Im-
munol. 51, 647-653.

Gross, R.L. & Newberne, P.M. (1980): Role of
nutrition in immunologic function. Physiol.
Rev. 60, 188-302.

Harman, D. & Miller, R'W. (1986): Effect of
vitamin E on the immune response to
influenza virus vaccine and the incidence of
infectious disease in man. Age 9, 21-23.

Herbeth, B., Chavance, M., Musse, N., Me-
jean, L. & Vernhes, G. (1989): Dietary
intake and other determinants of blood
vitamins in an elderly population. Eur. J.
Clin. Nutr. 43, 175-186.

Kay, N.E., Holloway, D.E., Hutton, W.E,
Bone, N.D. & Duane, W.C. (1982): Human
T-cell function in experimental ascorbic
acid deficiency and spontaneous scurvy. Am.
J. Clin. Nutr. 36, 127-130.

Kennes, B., Dumont, 1., Brohee, D., Hubert,
C. & Neve, P. (1983): Effect of vitamin C
supplements on cell-mediated immunity in
old people. Gerontology. 29, 305-310.

Lifson, J.D. & Engleman, E.G. (1989): Role of
CD4 in normal immunity and HIV infec-
tion. Immunol. Rev. 109, 93-117.

McMurray, D.N,, Watson, R.R. & Reyes,
M.A. (1981): Effect of renutrition on
humoral and cell-mediated immunity in
severely malnourished children. Am. J. Clin.
Nutr. 34, 2117-2126.

Meydani, S.N., Meydani, M., Verdon, C.P.,
Shapiro, A.A., Blumberg, J.B. & Hayes,
K.C. (1986): Vitamin E supplementation
suppresses prostaglandin Eo' synthesis and
enhances the immune response of C 57 BL/6
male mice. Mech. Age Dev. 34, 191-201.

Milton, R.C., Reddy, V. & Naidu, A.N.
(1987); Mild vitamin A deficiency and
childhood morbidity: an Indian experience.
Am. J. Clin. 46, 827-829.

(O’Brien, B.C. & McMurray, D.N. (1988):"
Human plasma lipid and immunologic
responses to eggs and ascorbic acid. Nutr.
Res. 8, 353-366.

Panush, R.S. & Delafuente, J.C. (1985) Vita-
mins and immunocompetence. Wid Rev.



Vitamin status and immunity in the elderly

Nutr. Diet. 35, 96—-132.

Prasad, J.S. (1980): Effect of vitamin E
supplementation on leukocyte function. Am.
J. Clin. Nutr. 33, 606-608.

Siest, G., Henny, J., Schiele, F. & Young, D.S.,
eds (1983): Reference values and their biological
evaluation. Foster City: Biomedical publica-
tions.

Sommer, A., Katz, J. & Tarwotjo, I. (1984):
Increased risk of respiratory disease and
diarrhea in children with preexisting mild
vitamin A deficiency. Am. J. Clin. Nutr. 40,
1090-1095.

Sommer, A., Tarwotjo, I, Djunaedi, E., West,
K.P, Loeden, A.A,, Tilden, R., Mele, L. &
the ACEH study group. (1986): Impact of
vitamin A supplementation on childhood
mortality. A randomised controlled com-
munity trial. Lancet 2, 1169-1173.

Steimetz, J. (19834): Cholesterol. In Interpreta-

tion of clinical laboratory tesis. Reference values

and their biological evaluation. ed G. Siest, ].
Henny, F. Schiele & D.S. Young, pp.177—
195. Foster City: Biomedical publications.
Steimetz, J. (19835): Triglycerides. In Inier-
pretation of clinical laboratory fests. Reference

values and their biological evaluation. eds G.
Siest, J. Henny, F. Schiele & D.S. Young.
pp. 413-427. Foster City: Biomedical pub-
lications.

Talbott, M.C., Miller, L.T. & Kerkvliet, N.I.
(1987): Pyridoxine supplementation: effect
on lymphocyte responses in elderly persons.
Am. J. Clin. Nutr. 46, 659-664.

Tengerdy, R.P., Mathias, M.M. & Nockels,
C.F. (1984): Effect of vitamin E on immun-
ity and disease resistance. In Vitamins,
nulrition and cancer. ed K.N. Prasad. pp.
123-133. Basel: S. Karger.

Vuilleumier, J.P., Keller, H.E., Gysel, D. &
Hunziker, F. (1983a): Clinical chemical
methods for the routine assessment of the
vitamin status in human populations. I. The
fat soluble vitamins A and E and beta
carotene. Int. J. Vit. Nutr. Res. 53, 265-272.

Vuilleumier, J.P., Keller, H.E., Rettenmaier,
R. & Hunaziker, F. (19835): Clinical chemic-
al methods for the routine assessment of the
vitamin status in human populations. II.
The water-soluble vitamins By, By and Bg,.
Int. J. Vit. Nutr. Res. 53, 359-370



P13 -Vitamines et immunité

Does multivitamin supplementation prevent infections in healthy elderly subjects?
A controlled trial
Chavance M, Herbeth B, Lemoine A, Bao-Ping Z
Int J Vit Nutr Res 1993;63:11-16

Ce travail fait suite a une premiere étude transversale sur les relations entre le statut
vitaminique et les fonctions immunitaires et porte sur un échantillon de personnes autonomes
et en bonne santé, dgées de plus de 60 ans. Parmi les résultats marquants, décrits dans la
publication précédente (P12), nous avions montré que le statut en vitamine E, mesuré par les
concentrations en a-tocophérol plasmatique, était inversement associé au nombre d’infections
contractées au cours des 3 derniéres années. La question du bénéfice d’une supplémentation
en vitamine E sur la fréquence des épisodes infectieux était posée. Dans la littérature, les
travaux du moment dans le domaine, portaient essentiellement sur la vitamine C et le rhume
et n'étaient pas concluants.

Nous avons donc initié et conduit cette étude, randomisée en double aveugle, dans le but
d’estimer ’efficacité d’une supplémentation multivitaminique sur la fréquence des infections
courantes chez la personne dgée en bonne santé. Le supplément retenu était relativement
fréquemment prescrit et avait une composition classique : 5 000 UI de vitamine A, 400 UI de
vitamine D2, 30 UI de vitamine E, 90 mg de vitamine C, 2,25 mg de thiamine, 2,6 mg de
riboflavine, 3 mg de pyridoxine, 9 g de cyanocobalamine, 400 pg d’acide folique, 20 mg de
nicotinamide, 45 g de biotine, 10 mg d’acide panthoténique ainsi que des minéraux, calcium,
phosphore, iode, fer, magnésium, cuivre, manganese, potassium et zinc. Dans la région de
Nevers, 218 personnes de plus de 60 ans ont été sélectionnées et assignées dans les 2 groupes,
placebo et traité. Le traitement a duré 4 mois, les sujets de 1’étude ont bénéfici€ de 3 bilans : a
TO, T2 mois et T4 mois. Le critére principal d’efficacité a été le nombre d’infections recueilli
a 'aide d’un questionnaire aux trois temps. Le suivi biologique du statut en vitamines a €té
assuré également aux 3 temps par la mesure des concentrations plasmatiques et/ou
érythrocytaires des vitamines A, E, C et folates et des activités enzymatiques spécifiques pour
les vitamines B1, B2 et B6.

A TO, les 2 groupes, traité et placebo, ne différent pas significativement en terme d’age, de
sexe, de corpulence, de tabagisme, d’infections passées, de statut en vitamines et d’apports
alimentaires. Aprés 2 et 4 mois de traitement, les indicateurs biologiques du statut en
vitamines E, B1, B2, B6 et en folates sont améliorés, comparativement au groupe placebo.
L’acide ascorbique plasmatique n’augmente significativement qu’apres 4 mois de
supplémentation et le rétinol circulant ne varie pas, quelle que soit la durée du traitement.

En ce qui concerne I’objectif principal de I’étude, aucune différence significative n’est mise
en évidence entre les 2 groupes pour le nombre d’infections recueilli par questionnaire a 2 ou
4 mois ; en plus, c’est le groupe traité qui déclare le plus d’infections. L’analyse statistique
effectuée sur les non fumeurs ou en tenant compte de la saison - les épisodes infectieux étant
plus fréquents a la mauvaise saison - ne met pas en évidence d’effet particulier de la
supplémentation.

En conclusion, la prise de suppléments multivitaminiques du commerce permet d’augmenter
les niveaux des indicateurs biologiques de statut pour les vitamines E, C, B1, B2, B6 et folates
chez la personne agée en bonne santé. Un traitement a court terme, 2 a 4 mois, ne permet pas
de reduire le nombre d’infections déclarees.
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Summary: We performed a double blind ran-
domized study in order to assess the efficacy of
a multivitamin supplement for the prevention
of common infections in healthy elderly sub-
Jects. Non-institutionalized, independent sub-
Jjects over 60 years of age, living in the Nevers
area (central France) were recruited by an-
nouncements and randomly assigned to a treat-
ment or a placebo group. The treatment or
placebo tablets were to be taken daily for
4 months.

The principal criterion of response was the
incidence of infections, as recorded from a
detailed questionnaire presented at entrance, in
the middle (2 months) and at the end (4 months)
of the study. Blood samples were taken at the
entrance in the study and after two and four
months in order to monitor vitamin Status.

No significant difference was _found between
the two groups for the incidence of infections.
In fact the observed incidences during the two
two-month periods were higher in the treai-
ment (0.38 and 0.21) than in the placebo group
(0.29 and 0.13). After two months and after four
months of supplementation, blood vitamin in-
dicators of the subjects were significantly
higher in the treatment than in the placebo
group for vitamins B;, B2, Bs, E and folates
(p<0.001). The improvement of the vitamin C
status was slightly higher in the treatment than
in the placebo group. For vitamin A status, the
evolution was similar in the two groups.

In conclusion, short-term supplementation
of healthy elderly subjects with the investigated

supplement is not likely to afford a meaningful
protection against common infections.

Introduction

It has been known for years that nutrition and
especially vitamin status influences immunity
[1-3]. In developing countries, vitamin A has
been found to protect children against diarrhea
and respiratory diseases {4], severity of infec-
tions {5], complications of measles [6, 7] and
mortality ascribed to different types of infec-
tions [8]. In industrialized countries, the elderly
are the most likely to have their immunity mar-
ginally impaired by marginal nutritional defi-
ciencies. For this reason, and because of the
decline of immunity with age [9], they also are
the most likely to have their immunity enhanced
by nutritional supplementation. Although
epidemiological surveys failed to demonstrate
convincing relations between vitamin status
and impairment of immunity in healthy elderly
subjects [10-12], one of them found a negative
relationship between experience of infections
and vitamin E status [11]. Besides, the main
motive for supplementing elderly subjects
should be direct clinical benefit and not mere
improvement of immunological indices. For in-
stance does vitamin supplementation decrease
the incidence of infections? This question has
been investigated for vitamin C and common
colds; W.R. Beisel, reviewing the trials, con-
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cluded that 1-2 g/d of ascorbic acid supple-
ments appeared to be ineffective for the preven-
tion of common colds {3]. From a pragmatic
point of view, multivitamin supplements are
more widely used than single vitamin supple-
ments. Thus we chose to investigate the effect
of multivitamin supplementation on the inci-
dence of common infections in a population of
healthy elderly subjects.

Subjects and Methods

This survey was performed in the Nevers area (central
France), from January to December 1989. The subjects were
volunteers, recruited by an announcement in the newspaper,
lectures in senior citizens’ clubs, or collaboration of general
practitioners. They had to be independent, over 60 years
of age, without any known disease or condition which
might modify their nutritional status, and they should not
have used any vitamin supplementation for three months
prior to entrance in the study. The trial was presented as
a study of the effect of a multivitamin supplement on health
and the subjects knew that the treatment they would receive
might not be efficient. Among 238 subjects who were in-
formed of the objectives and of the protocol of the study,
218 gave oral consent and were eligible for the study. Their
general practitioners were also informed. They were ran-
domly assigned either to the treatment {n=110) or to the
placebo group (n=108) according to a sampling scheme in-
suring balance within groups of 6 consecutive subjects.

The supplement, Azedavit®, combined hydrosoluble
and liposoluble vitamins, oligoelements and minerals. Each
tablet included 5,000 I.U. of vitamin A (retinol acetate), 400
L.U. of vitamin D; (ergocalciferol), 30 I.U. of vitamin E (d!
a-tocopherol acetate), 90 mg of ascorbic acid, 2.25 mg of
thiamin, 2.6 mg of riboflavin, 3 mg of pyridoxine, 9 ug of
cyanocobalamin, 0.4 mg of folic acid, 20 mg of
nicotinamid, 45 ug of biotin, 10 mg of pantothenic acid,
162 mg of calcium, 125 mg of phosphorus, 150 ug of iodine,
27 mg of iron, 100 mg of magnesium, 3 mg of copper, 7.5
mg of manganese, 7.5 mg of potassium, and 22.5 mg of
zinc. The treatment and the placebo tablets were kindly
provided and randomized by «laboratoires Léderlén,
Rungis; they had the same appearence and were to be taken
daily for four months.

At the entrance into the study (to), a detailed question-
naire about experience of infections during the last three
years was presented; it included 14 headings dealing with
diagnosis or symptoms of respiratory, nose, throat, ear,
skin, mouth, urinary and gynecologic infections. For in-
stance during the last three years did you ever have a cold
(consider it a cold only if it lasted more than 3 days)? if
ves how many times? did you have it during the last month?
did your general practitioner tell you it was the flu? during
the last three years, did you ever have the flu? if yes, how
many times? did you have the flu during the last month?

... The questionnaire investigated also socioeconomic
characteristics. A clinical examination was performed and
blood specimens were collected. The same questionnaire,
restricted to the last two months, was presented and blood
was collected again two months later (t2) and at the end
of the study, four months later (t4). A new supply of tablets
was given at t;. Unused tablets were counted at t; and t4
to asses compliance. A phone call was made or a short visit
paid to the subjects one month and three months after en-
trance, in order to prevent withdrawal.

Dietary intake was assessed at to and s from food records
collected over 7 successive days. All food items and quanti-
ties were recorded on standard forms. At the end of the
7-day recording period, a trained dietitian visited the sub-
jects at home to collect the diet records and review them
for completeness and accuracy. All food records were ana-
lyzed after coding, using a computerized version of the
McCance and Widdowson dietary composition tables [13].

Plasma concentrations of a-tocopherol and retinol were
determined with HPLC [14], and plasma ascorbic acid by
a fluorometric method [15]. Plasma and erythrocyte folate
were measured by the lactobacillus casei method {16]. Thia-
min, ribeflavin and vitamin Be status were assessed by
measuring the coenzyme stimulation of vitamin dependent
enzymes in erythrocytes: transkelotase (ETK), glutathione
reductase (EGR) and glutamate oxaloacetate aminotrans-
ferase (EGOT) respectively [17]; low values are indicative
of a good vitamin status. Some blood samples were lost or
thawed during transportation and the corresponding meas-
urements are missing.

Sample size insured a statistical power 1-$=0.95 for a
one-sided test of size o=0.05 if the 4-month incidence was
reduced from 0.6 to 0.4, assuming a standard deviation
o0 =0.75. Statistical comparisons were performed using two-
sided t-tests (unless specified) and analysis of variance pro-
grams from the BMDP® statistical software.

Results

In each group, 7 subjects (6.5%) withdrew from
the trial before its end. Five withdrawals were
due to medical reasons, three in the treatment
group (two digestive problems, one street acci-
dent) and two in the placebo group (one diges-
tive problem, one cardiac insufficiency), the
other withdrawals were due to non-compliance
or impossibility to be present at appointments.
Theremaining subjects in the treatment and the
placebo group were similar in terms of age
(72.6+6.8 vs§ 72.4+ 6.3, mean+sd), sex (32 men
and 71 women vs 37 men and 64 women), body
mass index (25.5+4.6 vs 25.2+3.6), smoking
history (7 vs 3 smokers), experience of infec-
tions during the last 3 years (1.96£2.47 vs
2.08+2.80) as well as for socioeconomics status
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Table I: Socioeconomic status of the subjects in
the treatment and placebo groups

treatment placebo
farmers 1 3
craftsmen 14 6
white collars 57 67
blue collars 10 7
no profession 13 8
information missing 8 10

(Tab. 1), nutrient intake (Tab. II), medical his-
tory and medication use (data not shown).
Table 111 gives the vitamin status of the sub-
jects at tq, tz and t4 for vitamins A, E, C, B,,
B., Be and folates. At the entrance in the study,
no significant difference was observed between
the treatment and the placebo groups for the
performed measurements. Vitamin blood indi-
cators were significantly improved in the treat-

ment as compared to the placebo group for vit-
amins E, Bi, Bz, Bs and folates at t» (p <0.001)
and t4 (p < 0.001). The increase of plasma ascor-
bic acid concentration 4 months after entrance
in the study was only slightly higher in the treat-
ment than in the placebo group (p <0.05, one-
sided test). The evolution of the concentrations
of plasma retinol was similar in the two groups.

Table I'V gives the number of infections ex-
perienced during the last three years and ob-
served during the study. Neither past experience
nor incidence of common infections were sig-
nificantly different in the two groups.
Moreover, greater incidences of infections were
recorded during each of the two-month periods
in the treatment (0.38+0.64 and 0.21+0.57)
than in the placebo group (0.29+0.59 and
0.13%0.37). The 90% symmetric confidence
interval for the difference between the number
of infections in the treated and in the placebo
groups during the whole study was [-0.02,

Table II: Daily nutrients intake at baseline in placebo and treatment

groups
Treatment Placebo
Energy (MJ/d) 8.11+  2.25% 8.07x 1.96
Protein (%)! 173 £ 2.9 17.6 + 2.6
Carbohydrate (%) 446 £ 6.8 44.8 + 6.2
Fat (%) 382 £ 6.4 37.6 = 6.1
Vitamin A (gRE/d)? 1459 £1300 1301  +946
(4RE/5MJ)° 968 + 982 830 %631
Vitamin E (mg TE/d)* 1.1 £ 59 114 = 57
(mg TE/5MI) 7.0 £ 3.8 7.1 £ 2.9
Vitamin C (mng/d) 80.5 = 38.7 79.0 + 35.9
(mg/5MJ) 51.9 + 26.4 51.2 + 25.8
Folic acid (ug/d) 201+ 63 202 * 67
(ug/5MI) 128 + 39 127 % 37
Vitamin Bjz (pg/d) 7.56+  6.81 7.23+ 4.78
(ng/5M) 5.00+  5.11 4357+ 3.12
Vitamin By (mg/d) 111+ 1.03 0.98% 0.44
(mg/SMD) 0.68+  0.47 061+ 0.20
Vitamin B; (mg/d) 1.66&  0.50 1.62+ 0.50
(mg/5SMJ) 1.06x  0.34 1.02+ 0.26
Vitamin Bs (mg/d) 131 0.36 1.36+ 0.39
(mg/5MI) 0.83%  0.17 0.85+ 0.15

* mean *sd

I in percent of non alcohol energy

2 RE =retinol equivalent
3 nutrient density
4 TE =tocopherol equivalent
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Table 111: Evolution of blood vitamin indicators in the treatment and placebo groups

meansd
group n to* ' u?
plasma a-tocopherol mg/l placebo 95 134 = 2.5 142 =+ 2.5 14.7 + 2.6
treatment 83 137 x 2.9 162 + 2.8 162 + 2.6
plasma retinol ug/1 placebo 99 615 168 636 tl164 646 =172
treatment 88 602 154 625 +151 624  + 147
plasma ascorbic acid mg/1 placebo 76 6.05& 3.31 7.14+% 5.07 8.23+ 4,78
treatment 88 529+ 3.14 7.14%  3.16 8.98x 5.89°
plasma folates pug/l placebo 100 7.53+ 4.07 8.86+ 5.65 8.66+ 4.50
treatment 98 7.04=  4.5] 21.76+ 11.31° 26.67+ 11.75°
erythrocyte folates pg/! placebo 96 300 +124 318 176 352 =189
treatment 91 290 %132 640  x311° 1042 £724°
B, status a ETK® placebo 99 1.13+ 0.09 1.14+  0.10 1.12+ 0.08
treatment 96 .14 0.10 1.07+ 0.08° 1.07+ 0.06°
B, status a EGR® placebo 99 1.36%  0.17 1.24%  0.22 1.18+ 0.12
treatment 96 1.26+ 0.17 111+ 0.09° 1.09+ 0.08°
Be status o EGOT? _placebo 99 1.78+ 0.23 1.76 +  0.21 1.74x  0.23
treatment 96 1.78% 0.29 1.53+ 0.16° 1.56+ 0.19°

entrance in the study
entrance+2 months
entrance +4 months

L B LN e ¥

Table IV: Number of infections in the treatment and
placebo groups

treatment placebo
n=103 n=101
last 3 years 1.96 £2.47* 2.08+2.80
first 2 months 0.38+0.64 0.29+0.59
last 2 months 0.21 +0.57 0.13+£0.37

* meanz=*standard deviation

+0.37]. Results were not essentially different if
a square root transformation was applied, as
recommanded for Poisson-type distributions
or if analysis was restricted to current non
smokers (data not shown). If subjects were
separated in 3 subsamples, according to period
of follow-up, the observed incidence of infec-
tions during the second two-month period was
always greater in the treatment than in the
placebo group. The observed incidence during
the first two-month period was greater in the-
treatment than in the placebo group for 2 of the
3 subsamples (Tab. V).

p <107 for comparison of the differences t,-to or t4—to in the placebo and treatment groups by t-test
p<0.10 for comparison of the differences ta-to in the placebo and treatment groups by t-test
activation coefficient=activity after coenzyme saturation/basal activity

Discussion

Does short term multivitamin supplementation
prevent infections in healthy elderly subjects?
As far as we know, this is the first trial inves-
tigatingthis question. In spite of the differences
of evolution of the vitamins E, C, B, B2, Bs
and folic acid blood indicators in the two
groups, the incidence of infections was not sig-
nificantly different in the treatment and in the
placebo group. The observed difference (+0.17)
was not in the expected direction, and the lower
bound of the 90% symmetric confidence inter-
val for the difference between the 4-month inci-
dence in the two groups was only -0.02. In other
words, if the true difference was ~0.02 or less,
the chances of observing a positive difference
as great as 0.17 would be smaller than 5%, thus
even if supplementation had some effect, the
treatment of 100 subjects would not be likely
to prevent more than two common infections

-in four months; quite a small clinical benefit.

Several elements could contribute to the dis-
crepancy between this survey and several animal
or experimental studies.
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Table V: Number of infections in the treatment and placebo groups accord-

ing to period of follow up

Period of follow up (& 2! 3?
Treatment  0.51+0.74 0.22+0.49 0.36+0.62
First 2 months 43)* (32) (28)
Placebo 0.34+0.68 0.32+0.64 0.19+0.40
(35) (34) (32)
Treatment 0.21+0.60 0.16+0.57 0.29+0.53
Last 2 months (43) (32) (28)
Placebo 0.09+0.37 0.15%£0.36 0.16£0.37
(35) (34) (32)

* entrance in winter
1 follow up in spring and summer

2 entrance in summer, last visit in november or december

3 meanz=sd
4 number

-Animal experiments establishing the exis-
tence of relations between nutrition and immu-
nity generally imply severe deprivation or sup-
plementation with relative doses quite larger
than those used in this study. For vitamin C,
for instance, many studies were performed on
scorbutic guinea pigs {18]. Obviously, no sign
of scurvy was observed in our subjects or in
those studied in the trials of common cold
prevention by vitamin C supplementation. Vit-
amin E supplementation was found to protect
different species of laboratory as well as farm
animals {19, 20]. In humans, supplementation
of vitamin E neither alone {21] nor in associa-
tion with other nutrients in this trial, led to a
significantly decreased incidence of infections.
Among the numerous elements that can con-
tribute to this contradiction (species differ-
ences, animals’ stress, ...) one should under-
line the fact that most animal studies relied on
experimental infections. According to Ten-
gerdy, «vitamin E is most beneficial in infec-
tious diseases, mostly bacterial, where immune
phagocytosis is the chief defensive mechanism»
[19]. HarRMAN and MILLER’s trial and ours inves-
tigated the incidence of all types of infections,
bacterial as well as viral. But from a pragmatic
point of view, they provided an estimate of the
global benefit that could be expected from vit-
amin E supplementation.

Human studies reporting a protective effect
of vitamin A were all performed in children at
risk of vitamin A deficiency [4-8]. None of our
subjects was classified in the high risk group

(plasma retinol concentration <287 ng/l) orin
the medium risk group (287 < plasma retinol
concentration <401 ug/l). The evolution of
plasma retinol concentration was similar in the
two groups, an observation that goes along with
adequate hepatic stores in the studied popula-
tion.

Improvement of immune indices have been
observed in several controlled trials investigat-
ing the effect of single vitamin supplementa-
tion, but some of these results have not been
duplicated yet {22]. Besides, a modification of
some biological measurements does not neces-
sarily imply a clinical benefit. For instance
delayed-type hypersensitivity and lymphocyte
proliferation in response to different mitogens
have been found enhanced after vitamin C sup-
plementation {23, 24], although such a sup-
plementation does not seem to protect against
the common cold [3].

Slightly different results might have been ob-
served if the whole trial had taken place during
fall and winter, when respiratory infections are
most frequent. Statistical power could have
been increased, but use of supplements is not
generally restricted to any season. In any case,
observations performed during the «bad sea-
son» (first two month-period for subjects who
entered the study in winter, second period for
those last seen in November or December) are
consistent with the other observations.

Subjects were supplemented for four months
only. Results might also have been different if
we had studied the effect of long term sup-
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plementation. GoopwiN and GARRY were able
to investigate the effect of long term vitamin
supplementation on the immunity of healthy
elderly subjects in a cross-sectional epidemio-
logical survey [10], but they did not report any
dramatic effect of supplementation and con-
cluded that the few significant differences
«could have been due to chance».

In conclusion, this study does not support
the hypothesis that short-term multivitamin
supplementation of healthy elderly subjects
might prevent a meaningful number of infec-
tions.
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P14 - Supplémentation en vitamines

Effect of 6 month supplementation with different combinations of an association of
antioxidant nutrients on biochemical parameters and markers of the antioxidant

defence system in the elderly
Monget AL, Richard MJ, Cournot MP, Arnaud J, Galan P, Preziosi P, Herbeth B, Favier A, Herberg S
Eur J Clin Nutr 1996, 50:443-449

Si les effets d'une supplémentation en micronutriments antioxydants a des doses
pharmacologiques sur les paramétres biologiques de stress oxydatif sont relativement bien
connus chez les personnes agées, il n'en est pas de méme pour les traitements a doses
nutritionnelles. Cette étude multicentrique a été menée par I'équipe de Serge HERCBERG
(ISTNA, Paris) en collaboration avec le Centre de Médecine Préventive afin de tester I'effet
d'une supplémentation de différentes associations de micronutriments antioxydants, a des
doses faibles, sur les paramétres et indicateurs biologiques de stress oxydatif et les enzymes
antioxydantes.

L'étude est de type essai controlé en double aveugle, contre placebo, et inclut 575 personnes
ageées, vivant a domicile ou en long séjour hospitalier. Ces sujets, hommes et femmes de 65 a
103 ans, ont été sélectionnés dans différentes régions francaises ; le Centre de Médecine
Préventive a participé au recrutement et au recueil des données sur la région Lorraine.

Quatre groupes ont été constitués et comparés, recevant chaque jour : soit une association de
vitamines (vitamine E : 15 mg, vitamine C : 120 mg et [-caroténe : 6 mg), soit une
association de minéraux (zinc : 20 mg et sélénium : 100 ng), soit une association de vitamines
E, C, B-caroténe, zinc et sélénium, soit un placebo. Les indicateurs sériques de statut
antioxydant et de stress oxydatif ont été mesurés a l'inclusion et aprés 6 mois de
supplémentation : B-caroténe, rétinol, c-tocophérol, vitamine C, zinc, sélénium, superoxyde
dismutase, glutathion peroxydase, glutathion réduit et oxydé et malondialdéhyde.

Aprés 6 mois de supplémentation, on observe chez les sujets qui prennent l'association de
vitamines une augmentation significative de la concentration de f-caroténe, d'c.-tocophérol et
de vitamine C dans le sérum. Dans le groupe prenant des minéraux, les concentrations
sériques de zinc et sélénium et les activités de glutathion peroxydase érythrocytaire sont
également augmentées comparativement au groupe placebo. De plus, on note que les sujets
qui prennent les suppléments contenant des vitamines ont des activités érythrocytaires de
superoxyde dismutase plus élevées en référence au groupe placebo. Les concentrations de
glutathion réduit et oxydé et de malondialdéhyde ne sont pas significativement modifiées
apreés les 6 mois de prise de supplément.

Nos résultats sont en accord avec les données de la littérature, en particulier avec celles
publiées par notre equipe précédemment (P13). L’administration de vitamines C et E, de
B-carotene, de zinc et sélénium fait augmenter les concentrations plasmatiques de ces
micronutriments respectifs et minimise les risques de déficience. La prise de sélénium, seule
ou avec d’autres micronutriments, est associée a des activités accrues de la glutathion
peroxydase dans les érythrocytes ; ce qui est tout a fait logique compte tenu des propriétés
séléno-dépendantes de cette enzyme. En revanche, contrairement a la tendance générale de la
littérature, nous n’avons pas noté de baisse de concentration de MDA sérique apres les 6 mois
de supplémentation.

Une supplémentation sur 6 mois, avec des doses de micronutriments proches du niveau des
apports conseillés, permet chez la personne agée, un meilleur statut antioxydant évalué a
I'aide des indicateurs biologiques classiques : vitamines, mineraux et enzymes antioxydantes
circulantes.
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Effect of 6 month supplementation with different combinations of
an association of antioxidant nutrients on biochemical parameters
and markers of the antioxidant defence system in the elderly

AL Monget!, MJ Richard?, MP Cournot!, J Arnaud? P Galan?, P Preziosi®, B Herbeth?, A Favier?,

S Hercberg! and the Geriatrie/Min.Vit. Aox* Network

! Institut Scientifique et Technique de la Nutrition et de ' Alimentation, CNAM, 2 rue Conté, F-75003 Paris, France, * Laboratoire

de Biochimie C, CHRU Grenoble, France, > Centre de Médecine Préventive de Vandoeuvre-les-Nancy, France

Objectives: To study the effect of supplementation with an association of small physiological
amounts of antioxidant nutrients upon biochemical parameters and indicators of oxidative
stress and antioxidant enzymes.

Design: The study included a double-blind placebo-controlled design.

Setting: Nursing homes in different areas in France.

Subjects: 575 elderly long term hospitalized subjects aged 65-103 years,

Intervention: Four groups were compared. They received daily: (V) vitamins (vitamin E, 15mg
and vitamin C, 120mg) and S-carotene, 6 mg; (T) trace elements (zinc, 20 mg, selenium, 100 pg);
(VT) vitamins associated with trace elements; or (P) a placebo. Biological markers of vitamin
and trace element status, and free radical parameters were measured initially and after 6
months of supplementation.

Results: An analysis of variance indicated a significant effect of vitamin supplementation on
serum a-tocopherol, S-carotene and vitamin C, a significant effect of trace element supplemen-
tation on serum zinc and both a significant trace element and a vitamin-trace element inter-
action on serum selenium. We observed significant effects of both trace element and vitamin
supplementation on GPx activity (P < 0.01), an effect of vitamin supplementation on SOD
activity (P < 0.05).

Conclusion: Our results indicate that short-term supplementation with moderate doses of anti-
oxidant vitamins and trace elements in elderly subjects clearly improves both non-enzymatic («-
tocopherol, f-carotene, vitamin C) levels and enzymatic antioxidant (GPx and SOD) activity.

Sponsorship: Grants from Produits Roche SA and Labcatal (France).
Descriptors: vitamin C, vitamin E, f-carotene, selenium, zinc, antioxidants, elderly people

Introduction

The antioxidant defense system is comprised of a
number of interconnected, overlapping components that
include both enzymatic and non-enzymatic factors.
Trace elements Cu, Zn, Se and Mn and vitamins such
as vitamin E, vitamin C and f-carotene are critical com-
ponents in a number of these processes, and a deficit in
any one of these elements can result in impairment of
functioning of the overall antioxidant system (Hageman,
Bast & Vermeulen, 1992; Chow, 1992; Cheer & Keen,
1992; Sies, Stahl & Sundquist, 1992).

Ageing is associated with a high risk of micronutrient
deficiency, particularly in institutionalized subjects; it
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may affect nutrient intake, increase the need for specific
nutrients and interfere with their absorption, storage
and utilization. Borderline antioxidant vitamin or trace
element deficiencies have been found in this population
{Brubacher, 1989; Asciutti-Moura et al, 1989; Johnson,
1990; Volkert et al, 1992). Some studies suggest a
relationship between poor antioxidant vitamin and/or
trace element status and such health parameters as life
span (Harman, 1993), morbidity (Prasad et al, 1993),
mental and cognitive behavior and immune responses
(Chandra, 1992). Moreover, recent studies have focused
on the biological variability of both antioxidant defense
(Lang er al, 1992; Guemouri et al, 1991) and lipoperoxi-
dation with ageing (Artur et al, 1992; Zarling et al,
1993). However, only a few clinical studies, showing a
causative relationship have been performed up until
now. These indicate the efficiency of supplementation
with a single nutrient (an antioxidant vitamin or trace
element) (Simonoff et al, 1992), but high pharmacolo-
gical doses were often used (Meydani et al, 1990, 1993).
More recently, several studies using an association of
oxidative nutrients in geriatric patients showed clinical
improvement and a significant reduction in the serum
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content of lipid peroxides (Sram et al, 1990) as well as a
beneficial effect on cellular and humoral immunity
(Penn et al, 1991) and a decreased frequency of infec-
tious diseases (Meydani, 1993). It is not clear whether
the observed effects were caused by the correction of a
nutritional deficiency or by the pharmacological effects
of high doses of vitamin and/or trace elements. The
relative contribution of antioxidant vitamins or trace
elements (or the combination of the two) is well docu-
mented (Hageman, Bast & Vermeulen, 1992; Sies, Stahl
& Sundquist, 1992; Palozza & Krinsky, 1992; Zhu e al,
1992; Buettner, 1993).

Our study assessed the effect of supplementation with
an association of small physiological amounts of anti-
oxidant nutrients, vitamins (vitamin E, vitamin C) and
provitamin A (f-carotene) and/or trace elements (zinc
and selenium) upon biochemical parameters and indica-
tors of oxidative stress and antioxidant enzymes in insti-
tutionalized elderly persons.

Methods

A total of 575 elderly long term hospitalized subjects,
153 males and 422 females, with a mean age of
82.9 + 7.8 (range 65-103) years, were recruited in 20
nursing homes in different areas in France. A medical
history was obtained for each subject prior to enrol-
ment. Subjects, at least 65 years of age, presented only
age-related  disease  (osteoarthritis, hypertension,
residual stroke, etc). Excluded from enrolment in the
study were subjects with a history of cancer or those
taking medication that might interfere with nutritional
status or vitamin or mineral supplements. Written
informed consent was obtained from subjects prior to
participation in the study. The research protocol was
approved by the Committee on Human Experimen-
tation of the Cochin Hospital, Paris.

The study, included a double-blind placebo-
controlled design. The elderly subjects were stratified by
sex and age, and randomly assigned to one of four
treatment groups using a table of random numbers.
Depending upon the treatment group, each person
received one capsule each day over a period of 6
months. The capsule contained one of four prep-
arations: group vitamin (V) containing ascorbic acid
(120 mg), Pf-carotene (6mg = 1000 retinol equivalents)
and DL a-tocopherol (15mg); group trace element (T)
containing zinc sulfate and sodium selenite (providing
20mg zinc and 100pg selenium); group vitamin and
trace element (VT) containing the addition of group
vitamin (V) and group trace element (T); and group
placebo (P). The placebo tablets were composed of
dicalcic phosphate and cellulose. The supplements and
the placebo were identical in appearance, indistinguish-
able from each other by look or taste and were pre-
pared especially for this study. Vitamin and trace
element status and measurement of indicators of oxida-
tive stress and antioxidant enzymes were determined at
baseline and after 6 month supplementation.

For each subject, 45ml! of whole blood were with-
drawn by venipuncture between 07.00 and 08.00 from
fasting subjects.

Vitamin determination

Serum f-carotene, retinol, a-tocopherol, were measured
on serum by HPLC on reversed phase starting from
one extract. Two detectors with programmable wave-

length are used sequentially a spectrophotometer for the
detection of the fl-carotene in the visible region and a
fluorometer for the assay of retinol and the «-
tocopherol (Hess et al, 1991). Standard serum samples
obtained from the National Institute of Standards and
Technology (NIST) in Gaithersburg, Maryland (USA),
were assayed to compare values with several other
laboratories in a round robin. The seven standard
serum number 120-122 and number 130-133 showed
the following differences between the method described
here and the average of the laboratories: for total g-
carotene from +1.7 to —11.7%, for retinol from +5.2
to —6.4% and for a-tocopherol from +3.6 to —6.6%.
According to the interpretation of the NIST a bias of
0-5% of the assigned value represents an excellent per-
formance and a bias of >5-10% represents an accept-
able performance. Consequently, the results from the
laboratory by this method are considered as acceptable
to excellent. Vitamin C status was evaluated on serum
after mixed with metaphosphoric acid (5%) by determi-
nation using an automated method based on the con-
tinuous flow priociple, segmented with air bubbles
(Bourgeois et al, 1989). Roche cut-offs used for p-
carotene, retinol, vitamin E and C were defined accord-
ing to the literature (Bamji, 1981; Suter & Russell, 1987;
NHANES 111, 1985; Schrijver, 1991; Haller et al, 1991;
Machlin, 1991).

Selenium and zinc determinations

Blood was collected in trace-clement-free BD vacutainer
tubes (Becton & Ditkinson, Meylan, France). Aliquots
of serum were transferred to polystyrene tubes (CML,
Nemours, France) using a polyethylene transfer pipette
{Becton & Dickinson, Pont de Claix, France). Serum
zinc levels were performed on diluted samples by flame
atomic absorption spectrometry (Perkin Elmer 460,
Norwalk, CT, USA) (Arnaud et al, 1986). The accuracy
of the technique was checked against Seronorm Trace
Element Control Serum, batch 112 (measured value
114 + 0.4 ymol/l, certified value 12.0umol/l, n = 10).
Serum selenium concentrations were determined by a
direct graphite-furnace atomic-absorption-spectroscopic
procedure on a Perkin Elmer 5100 (Norwalk, CT, USA)
equipped with an HGA 600 furnace, an EDL lamp and
a Zeeman background correction (Neve, Chamart &
Molle 1987). The detection limit for selenium by this
method was 0.08 umol/l. The technique accuracy was
tested by analysis of Seronorm Trace Element Serum,
batch 112 (Nycomed pharma, Oslo, Norway) (measured
value: 1.08 + 0.04 umol/l, certified value: 1.1pmol/l,
with a number of investigation n = 38). Low levels in
zinc and selenium were defined according to the liter-
ature results (INHANES 111, 1985; Neve, 1991).

Red blood cell selenium dependent glutathione peroxidase
(GPx), superoxide dismutase (SOD), total glutathione
(reduced glutathione (GSH) + oxidized glutathione
(GSS@G)), oxidized (GSSG) glutathione, and thiobarbituric
acid reactants (T BARS) measurements

Red blood cell selenium glutathion peroxidase (GPx)
was measured by a modified method (Gunzler, Kremers
& Flohe, 1974) using tert butyl hydroperoxide (Sigma
Chemical Co, France) as substrate instead of hydrogen



peroxide. Absorbance was monitoring at 366 nm.
Results were expressed as upmol of NADPH
(Boehringer-Mannheim, Germany) oxidized per minute
per gram of hemoglobin. Erythrocyte superoxide dis-
mutase (SOD) activity was measured after hemoglobin
precipitation by monitoring the autoxidation of pyro-
gallol according to the technique of Markiund & Mark-
lund (1974). One Unit of (SOD) is defined as the
amount of the enzyme required to inhibit the rate of
pyrogallol autoxidation by 50%. Total glutathione
(reduced glutathione (GSH) -+ oxidized glutathione
(GSSG)) was determined by the GSH reductase {5,5]-
dithio-bis (2-nitrobenzoic acid) recycling technique
using 2-vinylpyridine to determine oxidized glutathion
(GSSG) (Akerboom & Sies, 1981). Plasma overall lipid
peroxidation was determined by measuring thiobarbitu-
ric acid reactants (TBARs), after hydrolysis of plasma
lipoperoxides to form malondialdehyde (MDA), which
reacts with thiobarbituric acid (TBA) to yield a red
MDA-TBA. This adduct was measured by fluorimetry
and expressed as pmol (Sobioda MDA kit, Grenoble,
France) (Richard et al, 1992). The control serum used
was liophilized Probiocal AB 43 (BioMerieux, Lyon,
France), reconstituted daily according to the manufac-
turer’s instructions.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted using SPSS Software
on an IBM compatible microcomputer. Results are
presented as mean + s.d. Mean comparisons were per-
formed by two-way analysis of variance testing for a
trace element effect, a vitamin effect and a trace
element-vitamin interaction. Validity of the assump-
tions was checked by a normal probability plot of
residuals and Bartlett’s F-test of homogeneity of
variances. When normal distribution was not checked,
logarithm or \/ transformations were used to improve
normality.

Results

Table 1 summarizes the characteristics of the subjects
upon admission to the study. The majority of the
patients were no more physically autonomous. Almost
40% of them were anorexic with a higher prevalence in
women (P < 0.05). They were suffering from cerebro-
vascular diseases, respiratory-tract problems.

Serum concentrations (means + s.d.) of f-carotene,
retinol, a-tocopherol, vitamin C, zinc and selenium for
men and women are presented in Table 2. Women had
higher levels than men of B-carotene, a-tocopherol,
vitamin C and zinc levels. Expressed as a ratio of cho-
lesterol, the difference between sexes for a-tocopherol
disappeared. Simple regression analysis showed that
most of the vitamins and trace elements were signifi-
cantly negatively correlated with age.

At baseline, 12.4% of subjects had serum f-carotene
<161 pg/l; 10.8% of the subjects presented low levels of
serum retinol (287-401 pg/l), 2.1% had values <287 pg/
1; 67.6% of the subjects had low levels of serum vitamin
C (<3.5ug/ml), 50.5% had serum vitamin C <2 pg/ml.
None of the study subjects had serum «-tocopherol con-

Antioxidant defence system in the elderly
AL Monget et af

Table 1 Clinical data upon admission (percentage for 575 subjects)

Men Women
n=153 n =422
% %
Good health 89.4 . 88.7
Autonomia 353 37.9
Walk without help 44.1 39.3
Anorexia 333 42.4*
Anemia 30.0 20.0*
CVA 18.3 15.2
CHD 28.0 28.0
Cancer 4.6 6.4
Cataract 26.1 344
COBP 111 2.6**

Anemia was defined when hemoglobin levels were less than 120 g/l in
women and less than 130 g/l in men.

CVA, cerebral vascular accident; CHD, coronary heart disease;
COBP, chronic obstructive broncho pneumopathy.

Percentage value significantly different between sexes: * P < 0.05,
** P < 0.01 (¢ test).

centrations below the limit cut-off point (<4 mg/l). Low
serum zinc levels (< 10 pmol/l) were found in 39.5% of
the subjects in the total sample. Low serum selenium
levels { < 0.86 pmol/l) were found in 80.1% of patients.

Table 3 shows laboratory variables before and after 6
months of supplementation for the four groups. At
baseline, mean values and prevalences of low levels for
biochemical markers of vitamin and trace element
status and indicators of oxidative stress and antioxidant
enzymes, clinical data (including smoking and alcohol
history) did not differ between the four groups for any
of the nutrients tested.

Serum fS-carotene, a-tocopherol and vitamin C con-
centrations were significantly higher after 6 months of
supplementation in groups (V) and (VT) compared to
groups (P) and (T). Zinc and selenium concentrations
were significantly higher after 6 months of supplementa-
tion in the groups supplemented by trace elements (T)
and (VT) compared to other groups (V) or (P). Variance

Table 2 Demographic, anthropometric, vitamin and mineral status
upon admission to the study (means values with their standard errors
for 575 subjects)

Men Women
n=153 n =422
Mean s.d. Mean s.d.
Age (y) 80.7 7.5 83.7 7.8%%*
Weight (kg) 67.1 135 59.7 16.1%**
BMI (kg/m?) 24.3 4.9 24.1 6.7
B-carotene (ug/l) 421.2 260.3 483.3 288.5*
Retinol (ug/l) 600.9 194.2 578.8 185.5
a-tocopherol (mg/l) 115 31 13.3 3.6%%x
a-tocopherol/cholesterol
(mmol/mol) 5.69 1.12 5.78 1.14
Vitamin C (ug/ml) 2.7 2.7 35 3.4%
Zinc (umol/l) 10.5 2.1 109 2.0%*
Selenium (pmol/l) 0.7 0.2 0.7 0.3

Mean value significantly different between sexes * P < 0.5,

** P <001, ** P < 0.001 (Student’s unpaired ¢-test).
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Table 3 Vitamin and trace element status before and after 6 months
of supplementation (mean values with their standard errors for 575
subjects)

Table 4 Antioxidant enzymes and lipid peroxides before and after 6
months of supplementation {mean values with their standard errors
for 575 subjects)

Before After Before After
supplementation supplementation supplementation supplementation
Mean s.d. Mean s.d. Mean s.d. Mean s.d.

B-carotene (pg/l) GPx (U/g Hb)

P 4459 284.5 402.1 2009 P 33.44 1043 31.25 9.04% **

v 480.9 284.6 15829 9017 v 34.70 10.30 34.34 9.70

T 4719 274.8 4529  290.6 T 34.01 9.86 42.57 10.07

VT 467.5 287.2 17169 9833 vT 34.09 10.35 46.26 11.16
Retinol (ug/l) SOD (U/mg Hb)

P 589.2 209.3 563.0 1817 P 1.26 0.20 1.08 0.20*

v 601.4 187.1 613.8 197.6 v 1.25 0.21 L.12 0.22

T 573.4 175.1 600.8  198.3 T 1.24 0.18 1.06 0.23

VT 575.0 179.4 5969  189.2 vT 1.25 0.19 112 0.13
a-tocopherol (mg/1) GSH/GSSG

P 13.00 3.72 12.90 345* P 49.12 18.69 59.59 21.84

v 12.36 3.38 15.12 3.63 Y 50.05 20.34 64.50 26.86

T 12.70 3.83 12.75 3.74 T 52.10 22.28 63.05 2157

VT 12.60 3.18 14.77 3.62 vT 51.54 23.13 68.10 31.54
a-tocopherol/cholesterol ) TBARS (pmoi/l)

(mmol/mol) P 2.90 0.50 271 0.42

P 5.94 1.23 5.78 1.17* v 292 - 050 2.69 0.43

v 5.85 1.17 6.80 122 T 2.89 0.45 275 0.76

T 5.80 1.26 572 1.28 vT 2.87 0.48 2.69 0.46

VT 5.75 112 6.72 1.21

. P, group placebo; V, group vitamin; T, group trace element; VT,
Vx;amm C (ng/ml) 336 373 3.56 331 group vitamin—trace element.

v 2'9 5 3‘27 8.33 3‘27 Mefm valueslwithin each group were compared (two-way analysis of

T 3‘ 45 3' 19 3'30 3'32 variance testing for a vitamix} effect, a trace clement effect, and a

VT 3‘ n 3‘ 33 8. 62 3' 33 vitamin-trace element interaction).

: ) . ) * Significant vitamin effect.

Zinc (pmol/l) ** Significant trace element effect.

P 10.69 1.94 10.59 2.10%* _

A 10.74 1.95 10.70 2.17

T 10.67 1.98 10.97 2.17

vT 10.93 222 11.11 2.31
Selenium (pmol/1)

P 0.73 0.54 074 0.20%% For indicators of antioxidant enzymes (Table 4), we

v 072 019 077 025 observed a significant vitamin effect and a significant

$T 8'33 gég H? 8’%2 mineral effect upon (GPx) activity (P < 0.01), and a

P, group placebo; V, group vitamin; T, group trace element; VT,
group vitamin—trace element.

Mean values within each blood taking were compared (two-way
analysis of variance testing for a vitamin effect, a trace element effect,
and a vitamin-trace element interaction).

* Significant vitamin effect.

*#% Significant trace element effect.

* Significant vitamin—trace element interaction.

analysis indicated a vitamin effect for serum f-carotene,
a-tocopherol and vitamin C, a significant trace element
effect for serum zinc, and a significant trace element
effect and vitamin-trace element interaction for serum
selenium.

After 6 months, there was a marked reduction in the
frequency of low levels of serum vitamin C and less than
5% of patients remained deficient in groups (V) and
(VT) (compared to 56 and 50%, respectively, before
supplementation). The percent of subjects with low
serum concentrations after trace element supplementa-
tion alone or associated with vitamins decreased in
group (T) from 78 to 4% for selenium, and from 43 to
36% for zinc; and in group (VT) from 80 to 14% for
selenium and from 43 to 29% for zinc.

vitamin effect on (SOD) activity (P < 0.05). The ratio
(GSH/GSSG), was higher in groups supplemented with
vitamins and/or trace elements than in the placebo
group, but the vitamin effect was not significant
(P = 0.07). No modification were observed after 6
months of supplementation for (TBARs). Before supple-
mentation, (GPx) was significantly positively correlated
with selenium (r = 0.25; P < 0.01), -carotene (r = 0.23;
P < 0.01), a-tocopherol (r = 0.15; P < 0.01) and vitamin
C(r =020; P < 0.01).

Discussion

Our data on the vitamin and trace element status of the
institutionalized elderly are consistent with data
published in other countries on the same type of institu-
tionalized population (Asciutti-Moura er al, 1989; Bru-
bacher, 1989).  Less favorable biological status has
generally been found in subjects living in institutions
compared to free-living elderly populations (Campbeil
et al, 1989; EURONUT SENECA, 1991; Goode er al,
1991; Hercberg et al, 1994). Lowik et al {1992) described
the nutritional status (assessed by anthropometric
indices, and biochemical and hematological variables in



blood) of three groups of elderly women (aged >65y);
one group living in nursing homes, a second living in
service flats and receiving dinner from a nursing home
kitchen, and a third living independently. Mean blood
concentration of a-tocopherol, vitamin C, selenium were
significantly lower among women living in nursing
homes. :

Numerous studies have shown the beneficial effects of
supplementation with a single nutrient, administered at
pharmacologic doses, upon biological status (Meydani
et al, 1990; Hunt et al, 1994).

Our investigation of a group of institutionalized
elderly provides information on the effect of supplemen-
tation with different combinations of an association of
antioxidant nutrients (vitamin E, f-carotene, vitamin C
and/or zinc and selenium), given at physiological doses
(1 to 2 times the recommended dietary allowances)
upon biochemical status and the antioxidant defence
system.

In our study, the effect of vitamin supplementation
(alone or associated with trace eclements) during a
6-month period on serum concentrations of biochemical
markers for assessing vitamin status was particularly
significant for vitamins C, E and S-carotene. We did not
find low levels after 6 months of supplementation with
modest doses of vitamins. Such improvement in vitamin
and trace element status, with a decrease in low values
for biological markers after supplementation with
physiological amount of vitamins from 3 months to one
year have been previously described in the elderly
(Chandra, 1992; Schneider, Schlettwein-Gsell & Stdhe-
lin, 1992; Chavance et al, 1993).

For trace elements, administration of selenium and
zinc (T group) alone or associated with vitamins (VT
group) clearly increases plasma selenium and zinc con-
centrations, with very good efficiency at reducing the
percentage of low serum selenium concentration and to
a lesser extent, low serum zinc concentration in both
groups receiving mineral supplementation (T and VT
groups). Other investigators also reported that zinc sup-
plementation moderately improved the concentration of
zine in serum (Swanson et al, 1988; Bogden et al, 1990;
Chandra, 1992). In elderly subjects supplemented for
one year, Bogden et al (1990) described, an increase in
plasma zinc concentration in the group receiving
100mg daily, but no change in the group receiving
15mg daily. Almost all the zinc in serum is protein
bound, 60-80% is loosely bound to albumin making up
a metal protein complex. Albumin seems to be con-
cerned with zinc transport, furthermore, the quantity of
free albumin regulate the quantity of zinc entering the
organism during zinc absorption in small intestine. Sta-
tistical significant negative correlation between age and
albumin might explain the lowered serum zinc levels
and the moderate increase of zinc supplementation (Vir
& Love, 1979; Folin, Contiero & Vaselli, 1994).

In line with other studies of the elderly (Tolonen et al,
1988; Clausen, Nielsen & Kristensen, 1989; Bortoli et
al, 1991), the trace element supplementation induced an
increase of the level of serum selenium. In an elderly
population, Peretz et al (1991) demonstrated the effi-
ciency of selenium-enriched yeast in increasing plasma
selenium concentrations. Healthy elderly subjects (84-
years-old), who received 120 pg of selenium per day (as
selenite) for one month showed an 80% increase in
plasma selenium (Simonoff et al, 1992).

Antioxidant defence system in the elderly
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The effects of supplementation with antioxidant
nutrients upon enzymatic antioxidants has already been
described, especially concerning selenium-dependent
glutathione peroxidase of erythrocytes. Clausen, Nielsen
& Kristensen (1989) supplemented patients for one year
with an antioxidative cocktail consisting of 300 ug sele-
nium (as L-selenomethione), 45 mg zinc, 270 mg vitamin
C, 27mg vitamin A, 6mg vitamin B6 and 465mg
vitamin E. In the verum group, and for one year, whole
blood selenium, selenium-dependent glutathione peroxi-
dase of erythrocytes and vitamin E levels in serum were
increased compared to the placebo group. We also
observed a significant increase in GPx in groups receiv-
ing trace clements (alone or associated with vitamins).
Previous studies performed on elderly subjects also
reported an increase in GPx activity after supplementa-~
tion with antioxidant nutrients {Neve, Vertongen &
Capel, 1988, Bortoli et al, 1991). The vitamin effect on
glutathione peroxidase activity is consistent with the
correlation between (GPx) activity and vitamin
described at bascline, in part vitamin E and C, and
might be explained by an interaction with glutathione
metabolism. This is in line with the vitamin effect on the
ratio GSH : GSSG. Presumably, ascorbate spare gluta-
thion in vivo by minimizing the GSH-dependent
reduction of dehydroascorbate to ascorbate and by pro-
viding an alternative cellular reducing agent, then there
is more substrate for glutathione peroxidase (Johnston,
Meyer & Srilakshmi, 1993). In our study, we noted a
significant vitamin effect on Cu-Zn SOD activity. This
increase revealed a complex system of interactions con-
firmed by an increase in the ratio of GSH : GSSG. GSH
is considered a non-enzymatic antioxidant, as it is
known to be involved in various antioxidant defence
systems (GPx activity, glutathione reductase).

Although different studies described a significant
decrease in plasma TBARs after supplementation with
antioxidant nutrients (Tolonen et al, 1988; Bortoli et al,
1991), we found no effects of antioxidant vitamin and
trace element supplementation on the level of TBARs.
This result is consistent with data of Peretz et al (1991),
who observed no significant changes in TBARs levels
after 6 months of selenium supplementation. Con-
versely, in a group of elderly women receiving 66 ug of
inorganic selenium and 20 mg of vitamin E, Bortoli et al
(1991) observed an increase in TBARs after 60 days of
supplementation. In that study, however, the baseline
TBARs level was higher and the GPx activity lower
than in our results. In a randomized double blind one-

" year study performed on a group of geriatric patients

supplemented with an antioxidative cocktail consisting
of f-carotene (9 mg/d), vitamin Bg(2mg/d) C (90 mg/d),
E (460mg/d), zinc (15mg/d) and selenium (900 pg/d),
Tolonen et al, (1988) indicated a high initial level of
TBARSs in geriatric patients, which decreased after three
months of supplementation and stayed at this level until
the end of the study. In that study the doses of vitamin
E and selenium were higher than in our supplementa-
tion: indeed, and vitamin E is known to be the most
effective non-enzymatic antioxidant against lipoperoxi-
dation: moreover, the synergy between vitamin E and
selenium has been described. These authors observed a
negative correlation between TBARs concentration and
whole blood selenium (Tolonen et al, 1988). Plasma
TBARs concentrations are affected by iron, haem pro-
teins and purines which may bind to thiobarbituric acid
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during the heating stage of the assay. It is possible that
the TBARs results in this study are artefactually high
and mask any underlying amelioration of lipid peroxi-
dation by supplementation.

In conclusion, our data indicate that short-term sup-
plementation (6 months) with moderate doses of anti-
oxidant vitamins and trace elements in elderly subjects
clearly improves vitamin and mineral status and enzy-
matic and non-enzymatic defence against free radicals.

If such studies should confirm the beneficial effect of
supplementation on defence against oxidative stress in
the elderly, this may lead to substantial health benefits
for this population, since impaired antioxidant defence
in this age group is associated with higher morbidity
and mortality.
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P15 - Supplémentation en vitamines

Effects of supplementation with a combination of antioxidant vitamins and trace
elements, at nutritional doses, on biochemical indicators and

markers of the antioxidant system in healthy adult subjects
Preziosi P, Galan P, Herbeth B, Valeix P, Roussel AM, Malvy D, Paul-Dauphin A, Arnaud J.
Richard MJ, Briangon S, Favier A, Hercberg S
JAm Coll Nutr 1998;17:244-249

Ce travail a été mené pendant la phase de tests de faisabilité de I’étude SU.VIMAX. 1l avait
pour objectif de mesurer chez des sujets présentant des déficiences en micronutriments faibles
a modérées - comme on peut en rencontrer dans les pays développés- I’impact d’une
supplémentation en micronutriments sur les marqueurs biologiques de statut en vitamines et
¢léments trace.

L’étude est de type randomisé, en double aveugle, et avait pour objectif de comparer 2
groupes : I’'un a regu une combinaison de vitamines (-caroténe : 6 mg, acide ascorbique :
120 mg, vitamine E : 30 mg), I’autre un placebo. L’échantillon était composé de 166 hommes
de 45 a 60 ans et 235 femmes de 35 a 60 ans. Les marqueurs biologiques classiques de statut
en micronutriments ont été mesurés sur les 2 groupes traité et placebo : B-caroténe, rétinol,
a-tocophérol, acide ascorbique, zinc et sélénium sériques, glutathion peroxydase plasmatique
et érythrocytaire, superoxyde dismutase érythrocytaire, glutathion total et oxydé et
malondialdéhyde. Ces indicateurs ont été mesurés avant tout traitement, apres 3 mois de
supplémentation et apres 6 mois.

A I’inclusion, les 2 groupes randomisés ne différent pas significativement pour les indicateurs
biologiques de statut en antioxydants. Les limites de décision, spécifiques a chaque
indicateurs, ont permis pour chaque nutriment de définir la proportion des sujets ayant des
concentrations basses : vitamine C (18,2 % pour les hommes et 5,1 % pour les femmes),
rétinol (2,4 % et 17,0 %), B-caroténe (18,7 % et 10,0 %), a-tocophérol (0,0 % et 0,0 %), zinc
(15,1 % et 23,8 %) et sélénium (6,0 % et 6,4 %). ‘

Apres 3 mois de supplémentation avec la combinaison des 5 micronutriments, les
concentrations sériques d’c-tocophérol, d’acide ascorbique, de [(-caroténe, de zinc et de
sélénium augmentent significativement, comparativement au groupe placebo. La différence
entre les 2 groupes persiste apres 6 mois de supplémentation ; I’effet étant peu différent a 3 ou
6 mois. Dans le plasma et les globules rouges, la prise de supplément fait augmenter les
activités de glutahion peroxydase. Le rétinol sérique est peu sensible a la supplémentation,
que ce soit a 3 ou 6 mois. Il en est de méme pour les activités de superoxyde dismutase
érythrocytaire et pour les concentrations de MDA et de glutathion réduit et oxydé. Le
pourcentage d’individus présentant des taux bas d'indicateurs biologiques de statut
antioxydant est réduit dans le groupe recevant le supplément pendant 6 mois : de 12 a 1 %
pour le B-caroténe, de 10 a 1 % pour la vitamine C, de 2,5 a 0 % pour le sélénium et de 18 a 9
% pour le zinc.

Ce travail, préliminaire a I’étude SU.VL.MAX, démontre |’efficacité des apports en vitamines
antioxydantes et éléments trace, a doses nutritionnelles, sur les indicateurs biologiques
classiques du statut en ces micronutriments. Le bénéfice en terme d’augmentation des niveaux
sanguins en ces nutriments est rapide (moins de 3 mois) et se maintient dans des limites
raisonnables, sans atteindre des valeurs trés élevées comme celles obtenues au cours des

essais de supplémentation bien connus menés en Finlande et aux USA.
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Objective: To test the impact of supplementation with nutritional doses of antioxidant nutrients on

biochemical indicators of vitamin and trace element levels.
Design: A randomized double-blind trial was performed comparing two groups receiving daily either a

combination of vitamins (beta-carotene. 6 mg: vitamin C.

(zinc. 20 mg: and selenium. 100 pg): or a placebo.

120 mg: and vitamin E, 30 mg) and trace elements

Subjects: 401 subjects (166 males aged 45 to 60 years and 235 females aged 35 to 60 years).

Measure of outcome: Biological markers of vitamin and trace element status and free radical parameters
were measured initially, 3 months, and 6 months after supplemention.

Results: Mean serum concentrations of alpha-tocopherol. vitamin C. beta-carotene, zinc and selenium
increased significantly after 3 months of supplementation in the group receiving multivitamins associated with
minerals. At baseline, 18.2% of the men and 5.1% of the women had low concentrations of serum vitamin C
(<20 pwmol/l): 2.4% of the men and 17% of the women presented low concentrations of serum retinol (<1.4
umol/l): 18.7% of men and 10% of women had serum beta-carotene <0.30 pmol/l. None of the study subjects
had serum alpha-tocopherol concentrations below the limit cut-off point (<9.3 pmol/t). Low serum zinc
concentrations (<10.7 wmol/l) were found in 15.1% of men and 23.8% of women. Low serum selenium
concentrations (<0.75 pmol/l) were found in 6% of men and 6.4% of women. A significant increase in plasma
and red cell GPx activity was observed in groups receiving supplementation. No modifications were observed

after 6 months of supplementation for malondyaldehyde.

Conclusion: This study demonstrates the efficacy of an intake of antioxidant vitamins and trace elements,
given at nutritional doses, on biochemical indicators of vitamin and trace elements status.

INTRODUCTION

In the last 20 years, many basic, clinical and epidemiolog-
ical research has suggested a potential protective effect of
antioxidant nutrients such as beta-carotene, vitamin C. vitamin
E, selenium and zinc on the risk of cancer and cardiovascular
diseases [1-5]. Data provided by cross-sectional. case-control

and prospective epidemiological studies raise strong supportive
arguments for the relationship between the intake of antioxi-
dant vitamins and trace elements and the risk of pathologies
[6-9]. However, the observational nature of these studies does
not permit the establishment of causal relationships. Results of
several randomized placebo-controlled trials recently published
appear to be conflicting [10-13]. Some of these intervention
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studies have reported, in high risk populations (smokers or
asbestas-exposed workers) receiving high doses of antioxi-
dants, higher relative risk of some pathologies [11,12]. In these
studies with a negative effect, the supplementation was respon-
sible, after several months, for a marked increase in blood
concentrations of indicators of vitamin status.

Thus it is advantageous to develop randomized, controlled
trials in the general population which use a combination of
nutrients at levels similar to those contained in a healthy diet
and associated in observational studies, with the lowest risk of
disease.

The objective of the present study is to assess, in subjects
with slight-to moderate micronutrient deficiencies (as fre-
quently observed in populations of developed countries), the
impact of supplementation with antioxidant nutrients on bio-
chemical indicators of vitamin and trace element levels to
ensure that doses were adequate for correcting potential defi-
ciencies, but not high enough to result in abnormally high
concentrations of blood indicators.

MATERIALS AND METHODS

Population

A brief media campaign was organized to recruit volunteers
for this study. Four hundred and one subjects (166 males aged
45 to 60 years and 23S females aged 35 to 60 years) were
recruited for this test. To be eligible, the subjects had to declare
themselves free of any severe pathology and not be taking
supplements containing any of the studied vitamins or minerals.
They were randomly selected in four French urban areas (Paris,
n=149; Grenoble, n=107; Nancy, n=88 and Tours, n=57).

The research protocol was approved by the Committee on
Human Experimentation of the Cochin Hospital of Paris. The
study had a double-blind, placebo-controlled design. Partici-
pants were stratified by sex and age and randomly assigned to
one of the two treatment groups using block randomization.
They received one capsule per day for a period of 6 months.

Group S received 120 mg of ascorbic acid, 6 mg of beta-
carotene (1000 retinol equivalents) and 30 mg of alpha tocoph-
erol; 20 mg of zinc (as gluconate) and 100 pg of selenium (as
yeast). Group P received the placebo (P group). Supplements
and placebo appeared identical and were prepared especially
for this study.

Biological Measurements and
Laboratory Procedures

Bioclogical indicators of vitamin and trace element status
and markers of oxidative stress and defenses against oxidative

stress were measured initially and at 3 and 6 months after the

beginning of the supplementation. For each measurement, 35
ml of whole blood was withdrawn by venipuncture between 7
and 11 a.m. from fasting subjects.
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Vitamin Determination. Vitamin C status was evaluated
by serum ascorbic acid determination using an automated
method based on the continuous flow principle, segmented with
air bubbles [14]. Serum retinol was measured by HPLC with
normal phase (silicagel), isocratic elution with n-hexane/iso-
propanol (970:30) and detection by UV at 330 nm. Serum
beta-carotene was measured by normal phase HPLC on Silica-
gel, isocratic elution with n-hexane/dioxane (990:10) and
detection in visible light at 436 nm. Serum tocopherol
was measured by normal phase HPLC on Silicagel, isocratic
elution with n-hexane/ethyl acetate (930:70) and fluo-
rescence detection with excitation at 298 nm and emission at
328 nm [15].

Selenium and Zinc Determination. Blood was collected in
trace element free BD vacutainer tubes (Becton & Dickinson,
Meylan, France). Aliquots of serum were transferred to poly-
styrene tubes (CML, Nemours, France) using a polyethylene
transfer pipet (Becton & Dickinson, Pont de Claix, France).
Serum zinc concentrations were determined [16] by flame
atomic absorption spectrometry (Perkin Elmer 460, Norwalk,
CT). Serum selenium concentrations were determined on
a Perkin Elmer 5100 (Norwalk, CT) equipped with an
HGA 600 fumace, an EDL lamp and Zeeman background
correction [17].

Red Blood Cell Selenium Dependent Glutathione Perox-
idase (GPx), Superoxide Dismutase (SOD), Total (GSHT)
and Oxidized Glutathione and Malondialdehyde (MDA)
Measurements. GPx was measured by a modified method of
Gunzler et al [18] using tert-butyl hydroperoxide (Sigma
Chemical Co, France) as substrate instead of hydrogen perox-
ide; results were expressed as pmol of NADPH (Boehringer-
Mannhein, Germany) oxidized per minute per g of hemoglobin.
Erythrocyte Cu-Zn SOD activity was measured after hemoglo-
bin precipitation by monitoring the autoxidation of pyrogallol
according to the technique described by Markiund and Mark-
lund {19]. GPx and SOD assay were adapted to the Hitachi 704
automated analyser (Boehringer Mannheim, Meylan, France).
For whole blood reduced (GSH) and oxidized (GSSG) gluta-
thione determination, just after venipuncture, 400 ul of whole
blood were transferred to a tube containing 3600 ul 6% (v/v) of
metaphosphoric acid in water. Total glutathione (GSH+GSSG)
was determined by a modified method of et al [20] in the acidic
protein-free supernatant. An aliquot of the deproteinized extract
was neutralized with a solution containing 0.4 M N-morpho-
loinopropanesulfonic acid and 2 mM EDTA adjusted to pH
6.75 with KOH IM. Glutathione was determined using enzy-
matic cycling of GSH by means of NADPH and glutathione
reductase coupled with DTNB. To assay oxidized glutathione,
GSH was masked by adding 10 ul of 2-vinyl-pyridine to 500 ul
of deproteinized extract adjusted to pH 6 with triethanolamine.
Plasma lipid peroxidation was determined by measuring thio-
barbituric acid reactants (TBARs) and expressed as wmol of
malondialdehyde. We used the Sobioda MDA kit (Grenoble,
France), as described by Richard et al [21].
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Statistical Analysis

Data were collected on an Apha-VMS system using SAS for
statistical analysis. Since some variable distributions were
markedly positively skewed, logarithm transformation of these
variables was used.

RESULTS

Table 1 summarizes the biological characteristics of the
subjects upon admission to the study. Serum concentrations of
beta-carotene and vitamin C were significantly higher in
women than in men; conversely, serum retinol concentrations
were lower in women. No difference was found between men
and women for plasma vitamin E, zinc and selenium concen-
trations, nor for red blood GPx, SOD, GSHT, GSSG and MDA.

At baseline, 18.2% of the men and 5.1% of the women had
low concentrations of serum vitamin C (<20 pmol/); 8.5% of
men and 1.3% of women had particularly low serum vitamin C
<2 pmol/l; 2.4% of men and 17% of women presented low
concentrations of serum retinol (<1.4 pmol/l); 18.7% of men
and 10% of women had serum beta-carotene <0.30 umol/l.
None of the study subjects had a serum alpha-tocopherol con-
centration below the limit cut-off point (<9.3 pmol/l). Low
serum zinc concentrations (<10.7 umol/l) were found in
15.1% of men and 23.8% of women. Low serum selenium
concentrations (<0.75 pumol/l) were found in 6% of men and
6.4% of women.

Table 2 shows laboratory variables before and after 3 and 6
months of supplementation in the supplemented group and in
the placebo group. At baseline, mean values and prevalences of
low concentrations for biochemical markers of vitamin and
trace element status and indicators of oxidative stress and
antioxidant enzymes did not differ between the two groups for
any of the parameters tested. -

After 3 months, serum concentrations were significantly
higher in the supplemented group for beta-carotene, vitamins C

and E, zinc and selenium. This difference between the two
groups persisted after 6 months of supplementation, but serum
concentrations did not differ in the supplemented group be-
tween 3 and 5 months. Supplementation did not have any effect
on retinol concentrations at 3 or 6 months.

Compared to baseline, plasmatic GPx activity was signifi-
cantly higher in the supplemented group at 3 and 6 months, as
were red cell GPx activity at 6 months (Table 3). No significant
difference existed at 3 and 6 months for concentrations of SOD,
GSH, GSSG, GSHT and MDA. The percentage of subjects
with low serum concentrations decreased in the group receiving
supplementation (Fig. 1): from 12% to 1% for beta-carotene;
from 10% to 1% for vitamin C; from 2.5% to 0% for selenium;
and from 18 to 9% for zinc.

" DISCUSSION

In this study, mean values observed for initial serum vitamin
and trace element concentrations were similar to those previ-
ously described for French adult populations [22,23]. The ef-
fect of supplementation of antioxidant micronutrients during a
6-month period on serum concentrations of biochemical mark-
ers assessing vitamin and trace element status was significant
for all of the studied nutrients, vitamin C, E, beta-carotene, zinc
and selenium. We did not find any low concentrations after 6
months of supplementation with the tested doses of vitamins
and trace elements. The effectiveness of supplementation began
at 3 months and persisted through 6 months. It is important to
note that these positive biological effects were observed with
daily multi-vitamin and mineral supplements containing one to
two times the recommended dietary allowances. These doses
corresponded to levels of dietary antioxidant micronutrients
associated, in observational studies, with the lowest risk of
cancer and cardiovascular diseases.

Moreover, two intervention studies recently developed in

Table 1. Serum Concentrations (Mean+SD) of Vitamins and Trace Elements and Markers of Oxidative Stress and Defenses

Against Oxidative Stress in Men and Women

Men n=166 Women n=235
Serum beta-carotene (pmol/l) 0.591 = 0.370 0.958 * 0.604
Serum rétinol (umol/1) 2.236 £ 0.441 1.816 = 0.420
Serum alpha-tocopherol (umol/1) 324 = 0.1 305+ 58
Serum alphatocopherol/serum cholesterol (mmol/mol) 6512 6.6 1.0
Serum vitamin C (umobl) ) 37.5 % 15.9 44,9 + 153
Serum selenium (umol/l) 1.12 £ 0.18 1.12 * 0.19
Serum zinc (pmol/l) 125+ 1.8 120+ 1.7
Plasma selenium-dependent glutathione peroxidase (GPX) (w/1) 338 + 45 335 = 51
Red blood cell selenium dependent glutathione peroxidase (GPX) (u/g Hb) 425 =89 455 9.0
Superoxide dismutase (SOD) (wmg Hb) 1.12 £ 0,10 1,13 £ 0,13
Total glutathione (GSHT) (umol/1) 921 = 152 948 * 149
Oxidized glutathione (GSSG) (wmol/1) 22.8 + 14.9 20.1 = 12.8
Malondialdehyde (MDA) (umol/1) 2.69 = 0.38 271 £ 041
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Table 2. Comparison of Serum Concentrations (Mean*SD) for Vitamin and Trace Elements and Markers of Oxidative Stress
and Defenses Against Oxidative Stress in Supplemented and Placebo Groups at Baseline and after 3 and 6 Months

Placebo group (P) Supplementation group (S)

n=200 n=201

Serum beta-carotene (wmol/l)

Baseline 0.796 + 0.593 0.815 = 0.504

3 months 1.018 % 0.691 1.833 ® 1,047**%

6 months 1.060 = 0.734 1.840 * 1.088***
Serum retinol (umol/1)

Baseline 2.005 £ 0.515 1.978 £ 0.445

3 months 2.072 = 0.535 2.069 * 0.494

6 months 2.012 = 0.515 1.974 * 0.497
Serum alpha-tocopherol (umol/i)

Baseline 31.5x 77 312+ 65

3 months 31.2x7.0 34.7 &£ 7.7¥%%

6 months 319+82 345 + 8.9*
Serum alphatocopherol/serum cholesterol (mmol/mol)

Baseline 68+ 1.3 6.6 +0.9

3 months 69 %12 7.4 = 1.0%**

6 months 71*x14 74 % 1.1
Serum vitamin C (pmol/l)

Baseline 409 = 17.0 403 £ 165

3 months 39.2 %159 47,7 * 18.2%**

6 months 36.4 = 15.3 43,7 £ 13.6%*%
Serum selenium (wmol/!)

Baseline .12+ 0.18 1.12 = 0.19

3 months 1.11 2 0.18 1.75 £ 0.23%*=

6 months 1.04 £0.19 1.59 + 0.22%%*
Serum zinc (umolst)

Baseline 123+ 1.7 121+ 1.8

3 months 12.6 + 2.4 152 & 5.2%*x

6 months 123+ 1.8 13.8 & 2.9%%*

Significant difference vs placebo group values: * p<<0.05; *** p<<0.001.

Table 3. Effect of Supplementation on Plasmatic and Red
Cell GPx

TO 3 months 6 months
Plasmatic GPx (u/1)
Placebo group 336 £48 315+ 46 318 = 48
Supplemented group 337 £ 49 332 £ 43**x 34 £ S2F*x
Red cell GPx
(U/g Hb)
Placebo group 44390 425*+82 41,3 £ 9,1
Supplemented group 44,0 = 9,2 44,0 £ 8,2 44 4 + 9 8*

Significant difference vs placebo group values: * p<<0.05; *** p<0.001.

Finland (ATBC [11]) and in the USA (CARET [12]) have
shown an apparent negative effect of beta-carotene supplemen-
tation on the lung cancer incidence rate in high-risk subjects. In
these two studies of men with a high risk of lung cancer (heavy
smokers and/or asbestos-exposed workers), initial serum beta-
carotene medians were similar (0.32 pmol/l) and much lower
than those in our study (0.59 wmol/l) in men from our sample.
Our values are consistent with those observed in the cohort of
subjects participating in the Physician Health Study [24], in
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whom no positive or negative effects were observed after
supplementation for 12 years with relatively high doses of
beta-carotene.

In CARET, as in ATBC, the relatively high levels of sup-
plementation were associated with a substantial increase in the
plasma concentrations of beta-carotene. For example, the initial
concentrations of plasma carotene were muitiplied by 18 in
ATBC and by 12 in CARET. The final concentrations were
higher than those associated, in observational studies, with the
lower risk of diseases. They were also higher than those ob-
served in our study. Conversely, in the Physician Health Study,
initial values were multiplied only by four, reaching 2.25
pmol/l compared to 1.84 pwmol/t in our study. The latter is very
close to those described in the only triai showing a positive
effect of supplementation on mortality and cancer incidence.
That study, carried out for more than 5 years in China [24],
provided nutritional doses of beta-carotene (associated with
selenium and vitamin E). Our data thus indicate that short-term
supplementation (6 months), with moderate doses of antioxi-
dant vitamins and trace elements in presumably healthy sub-
jects, clearly though moderately alter vitamin and mineral
status so that blood levels reach concentrations consistent with
a positive effect.
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Fig. 1. Frequency of low values for serum concentrations of vitamin C,
beta-carotene, zinc and selenium at inclusion (BASELINE) and after 3
months (T3) and 6 months (T6).

Concerning the effect of antioxidant vitamin and trace ele-
ment supplementation on indicators of peroxidation, we did not
find any effect on plasma malondialdehyde. However, we
observed a significant increase in plasmatic and red cell GPx in
the groups receiving trace elements associated with vitamins.
This improvement may be related to the selenium contained in
supplementation, given the fact that GPx is a seleno-dependent
enzyme.

This study demonstrates the efficacy of an intake of anti-
oxidant vitamins and trace elements, given at nutritional doses,
on biochemical indicators of vitamin and trace element status.
Supplementation quickly improved these biochemical indica-
tors, but after 6 months, they remained at a reasonable level
without reaching concentrations as high as those observed in
the Finnish and American intervention studies, which tested
relatively high doses of antioxidants, and ended up with higher
risk of pathology.
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Discussion - Perspectives

Au terme de ce travail, sans revenir sur les discussions respectives de chaque publication, il
nous a semblé important de commenter nos résultats portant sur la consommation de tabac et
d'alcool & la lumiére des travaux récents ou des revues de la littérature qui ont suivi la
publication des résultats des essais de prévention par les antioxydants.

Consommation de tabac

Les points les plus importants mis en évidence au travers de nos différentes études confirment
que les fumeurs cumulent trois facteurs de risque simultanément : ils fument avec toutes les
conséquences metaboliques et physiopathologiques associées a 1’inhalation de la fumée de
tabac, ils ont une alimentation éloignée des recommandations avec des apports réduits en
micronutriments antioxydants comme la vitamine C et en plus, ils boivent plus d’alcool que
les non fumeurs.

La fumée de cigarette contient des substances oxydantes parmi les quelques 4000 constituants
identifiés (1,2) et les mécanismes oxydatifs sont une des voies possibles pour expliquer les
effets néfastes du tabac sur la santé, dans le domaine de 1’athérosclérose et des cancers en
particulier. La physiopathologie des dérivés de 1’oxygene a été particuliérement bien étudiée
chez le fumeur (1) par le biais de multiples indicateurs - évaluation du statut antioxydant et
mesure des modifications oxydatives des protéines, des lipides ou de I'’ADN - soit sur des
¢chantillons transversaux, soit au cours d’essais de supplémentation ou de cures de sevrage
tabagique (3-5). Cependant, les résultats de la littérature sont loin d’étre unanimes en
particulier en ce qui concerne les données portant sur les tests d’oxydabilité des LDL
(lipoprotéines de basse densite) (6-9).

Des trois indicateurs biologiques de stress oxydatif basés sur la péroxydation lipidique -
dialdéhyde malonique (MDA) qui est le produit final de la réaction de péroxydation, bases de
Schiff mesurant les adduits d’aldéhydes aux protéines et autoanticorps dirigés contre les
adduits de MDA aux protéines - seules les bases de Schiff protéiques sont significativement
plus élevées chez les fumeurs mais aussi chez les anciens fumeurs. Cette relation isolée entre
la consommation de tabac et un seul des 3 indices nous a posé des problémes d’interprétation.
D’une part, il est bien connu que la méthode de mesure fluorimétrique des bases de Schiff est
peu spécifique ; des sucres, des acides aminés et des produits autres que des alhéhydes ou des
aldhéhydes conjugués peuvent interférer sur la réaction finale colorée. D’autre part, en plus
des aldhehydes de la fumée de tabac (10), 'acétaldéhyde issu du métabolisme de ’alcool (11)
peut également contribuer a la formation de bases de Schiff protéiques. Les processus
immunitaires et inflammatoires présents chez le fumeur (10,12) ainsi que les autres voies du
métabolisme de 'alcool peuvent également avoir un effet sur le niveau des indicateurs
biologiques de stress oxydatif (11).
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Une particularité de I'échantillon étudié en 1998 (P8) qui a été soulignée par Cross et al. (13)
est la consommation d’alcool bien plus importante que chez les équivalents fumeurs
américains (14). Dans toutes les analyses statistiques, la consommation d’alcool a été prise en
compte comme covariable et ce facteur ne peut pas expliquer, méme en partie comme le
suggerent Cross et al. (13), les concentrations plus élevées des bases de Schiff dans le plasma.
Dans I’étude précédente sur 'effet de la consommation d’alcool sur le statut pro- et
antioxydant (P6) nous avions montré que la concentration des bases de Schiff dans le plasma
n’était pas modifiée par la consommation d’alcool, méme en cas de doses trés élevées. Apres
3 semaines de sevrage, les concentrations des bases de Schiff €taient significativement
augmentées, méme apres ajustement sur la consommation de tabac.

Au niveau du plasma, les fumeurs ont en général des concentrations en vitamine C abaissées
de 15 a 20 % et ceci indépendamment des apports alimentaires (15) ; I’acide ascorbique (16)
et probablement I’a-tocophérol (17) ont un "turnover" augmenté chez le fumeur. De plus, la
proportion d'acide déhydroascorbique (forme oxydée) est plus importante chez le fumeur (15).
Aprés D'arrét du tabac, les concentrations d’acide ascorbique s’éleévent dans le plasma (18).
Généralement, en accord avec nos résultats, les concentrations de certains caroténoides,
B-carotene en particulier, sont significativement plus basses chez les fumeurs que chez les non
fumeurs et ceci indépendamment des apports alimentaires (19). Le "turnover" de cet
antioxydant serait augmenté par les phénomenes oxydatifs induits par la fumée de tabac. Pour
’a-caroténe, la P-cryptoxanthine et le lycopéne on observe seulement une baisse non
significative chez le fumeur.

Les grandes tendances du comportement alimentaire du fumeur sont mises en évidence dans
la plupart des études, quelles que soient les caractéristiques culturelles des pays d’ou sont
issus les échantilions de population. Une méta-analyse récente portant sur 51 études, 15 pays
et 83 120 sujets (20) montre que les fumeurs ont des apports en énergie, lipides totaux, lipides
saturés, cholestérol et alcool plus élevés que les non fumeurs et, en revanche, des apports en
lipides polyinsaturés, fibres, vitamine C, vitamine E et -caroténe plus faibles. En général les
fumeurs consomment plus de féculents, de viande et de produits dérives de la viande et moins
de fruits et légumes, lait et produits lactés que les non fumeurs (21). L arrét du tabagisme est
souvent associé a une amélioration de I’alimentation (22). Les raisons de cette caractéristique
alimentaire que 1’on note au travers des cultures ne sont pas encore bien établies : manque de
connaissances sur les relations alimentation-sant¢, mode de vie en général éloigné des
recommandations, effet spécifique de la nicotine sur la régulation de ’appétit ou altération du
goUt par les produits de la fumée de tabac (23-25). Quels qu’en soient les mécanismes sous-
jacents, cette alimentation pauvre en fruits et légumes conduit a diminuer le statut antioxydant
geénéral de 'individu.

Avant 1994 la supplémentation en micronutriments antioxydants semblait la réponse logique
et tout a fait raisonnable pour contrer ces divers mécanismes néfastes pouvant conduire aux
cancers et a I'athérosclérose et a ses conséquences cardiaques, cérebrales et périphériques, a
coté d’autres moyens de prévention comme 1’arrét du tabagisme. Comme nous I’avons décrit
dans le chapitre introductif, les essais de prévention contre placebo chez le fumeur n’ont pas
donné les résultats escomptés. Une des hypothéses qui pourrait expliquer les discordances
entre les conclusions des études d’observation et celles des essais de prévention, dans le
domaine du cancer du poumon en particulier, repose sur I’effet prooxydant du f-caroténe en
présence de fumée de tabac (26-28). Les produits formés par l'action de la fumée de cigarette
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sur le -caroténe pourraient étre promoteurs et accélérer le développement des lésions pré-
néoplasiques du poumon (28). Cependant les expérimentations in vitro ne permettent pas pour
le moment d'abonder dans ce sens.

Le plasma humain exposé a la phase gazeuse de fumée de cigarette conduit a une déplétion
des antioxydants lipophiles dans I’ordre suivant : lycopéne > o-tocophérol > -caroténe >
lutéine-zéaxanthine = cryptoxanthine > y-tocophérol = rétinol ; les lipides étant peu affectés
par la péroxydation (29). La vitamine C, elle aussi, peut étre dégradée par la fumée de tabac
(30). La fumée brute, composée de goudrons incluant le systéme rédox
quinone/hydroquinone, mais également la phase gazeuse, obtenue par filtration contenant des
especes radicalaires issues de l'oxydation des petite molécules hydrocarbonées par les oxydes
d'azote, peuvent générer des produits d'oxydation du B-caroténe. In vitro, en milieu organique,
’autooxydation du B-caroténe induite par la fumée de cigarette n’amplifie ni I’oxydation des
lipides membranaires, ni la disparition des autres antioxydants (vitamines E et C) dans les
liposomes (31). Selon ces derniers auteurs, il est peu probable que l'oxydation du B-caroténe
par les composés de la fumée de tabac soit responsable de l'accroissement de I'incidence du
cancer du poumon chez le fumeur supplémenté. Tres récemment une expérimentation
conduite chez le furet a montré que la supplémentation en f-caroténe et l'exposition a la
fumée de tabac induit des lésions métaplasiques du poumon (32).

La vitamine E dans des conditions particulieres peut présenter des propriétés prooxydantes
qui cependant sont inhibées en présence d'autres antioxydants comme 1'ubiquinol-10 (33).

Consommation d'alcool

La publication portant sur la consommation d'alcool et le statut en vitamine A (P7) montre
que les alcooliques ont des concentrations plasmatiques en caroténoides (a- et [3-carotene,
lutéine, lycopéne, zéaxanthine et [B-cryptoxanthine) significativement plus faibles que les
témoins petits buveurs. Pour le rétinol plasmatique, il n'y a aucune différence entre les deux
groupes, alcooliques et témoins. Aprés la cure de sevrage, les alcooliques consomment plus
de caroténe et rétinol ; au niveau plasmatique, les concentrations de caroténoides augmentent
et, curieusement, celle du rétinol diminue. L'ajustement sur les facteurs de confusion
potentiels ne modifie pas ces relations. Suite a cette premiére publication, des investigations
complémentaires sur I'effet du sevrage ont été effectuées. Avec l'arrét de l'alcool, la
concentration d’apolipoprotéine Al diminue parailélement a celle du rétinol plasmatique et de
celui de la "retinol-binding-protein” (RBP). En revanche, le rapport rétinol/RBP augmente. Ce
phénomeéne serait lié a une augmentation du rétinol libre dans les fractions lipidiques.

Ces résultats montrent bien que le métabolisme de l'alcool peut interférer sur celui du rétinol
et du PB-caroténe. En effet, les isoenzymes de l'alcool déshydrogénase et des autres
déshydrogénases ainsi que les cytochromes P450 métabolisent I'éthanol mais aussi le rétinol
(34). De telles interactions peuvent aussi affecter le 3-caroténe en bloquant sa conversion en
rétinol (34). Ces interactions entre rétinoides, caroténoides et alcool peuvent conduire chez
l'alcoolique a la déplétion des stocks hépatiques de vitamine A, a une perturbation des
niveaux circulants et a un accroissement des processus de carcinogénese(35). C'est aussi une
des hypotheses pour expliquer I'exceés de mortalit¢ par cancer du poumon associé a la prise de
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B-caroténe dans les essais de prévention CARET et ATBC. Dans ces études, I'augmentation
de l'incidence du cancer du poumon est reliée a la quantité d'alcool consommée (36-37).

Le métabolisme de la vitamine C peut également interférer avec celui de l'alcool. En 1999 une
¢tude effectuée chez le rat a conclu que la vitamine C a dose tres élevée (500 mg/kg) peut
induire le cytochrome P4502E1 lié¢ aux monooxygénases et générer des quantités importantes
d'anion radicalaire superoxyde (38). Le phénoméne est réversible avec l'arrét de la
supplémentation. Le cytochrome P4502E1 étant responsable d'une voie du métabolisme de
I'alcool et de la production du radical hydroxyéthyl hautement réactif (39), la prise de
vitamine C chez le buveur excessif pourrait avoir des conséquences facheuses.

L'acide ascorbique est également suspecté d'induire des dommages au niveau de 'ADN et des
protéines, mais les travaux dans le domaine sont contradictoires (40). L'affaire a fait grand
bruit quand Podmore et al. (41) ont montré que dans 'ADN de lymphocytes de sujets prenant
500 mg/j de vitamine C on observait que la baisse de 8-hydroxyguanine était accompagnée
d'une augmentation de 8-hydroxyadénine (8OHA) qui est mutagéne. Ce phénomene qui peut
étre expliqué par les propriétés oxydantes de la vitamine C en présence de métaux de
transition (fer en particulier) mérite confirmation en utilisant toute la batterie d'index de
dommage oxydatif de I'ADN (42). La baisse de 8-hydroxydesoxyguanine (80OHdG), comme
d'autres bases oxydées, au sein de I'ADN est un indice de diminution du niveau d'oxydation
mais aussi du niveau de réparation accru (43).

Ces quelques données montrent que les moyens de correction des déficiences en vitamine A
et en vitamine C chez 'alcoolique doivent étre employés avec prudence.

Perspectives

Dans le domaine des maladies cardiovasculaires, il est peu probable que les essais de
prévention décrits auparavant soient trop courts ou utilisent des doses trop faibles de
B-caroténe pour démontrer un effet préventif. Généralement aprés 2 ans, les essais
d’intervention ciblés sur la maladie coronaire, commencent a donner des résultats ; les essais
utilisant du B-caroténe ont duré au minimum 4 ans. Au cours de ces essais les concentrations
plasmatiques de -caroténe augmentent de facon importante, environ 5 a 10 fois plus que les
niveaux associés a un risque cardiovasculaire accru (44-45). Un certain nombre de facteurs de
confusion potentiels, non pris en compte ou mal maitrisés pourrait expliquer les discordances
entre les études d’observation et les essais d’intervention. Les autres caroténoides qui sont
associés au f-carotene dans l’alimentation comme dans le plasma, ainsi que d’autres
composés dérivés des plantes, pourraient étre des facteurs importants (46-47). Le B-caroténe
ne représente que 15 a 30 % des caroténoides totaux circulants ; les autres caroténoides en
quantités importantes etant le lycopéne (20 a 40 %), la cryptoxanthine (13 a 20 %), la lutéine
(10 a 20 %), Pa-caroténe (5 a 10 %) et la zéaxanthine (1 a 5 %) (48-50). Dans un autre
domaine, des travaux récents ont suggéré que 2 autres facteurs physiologiques pouvaient
interférer sur la relation entre le tabagisme et la maladie cardiovasculaire : la densité des
LDLs et la réaction inflammatoire. D’une part, le contenu des LDLs en caroténoides diminue
avec la densité des LDLs (51). Ces LDLs petites et denses sont plus oxydables que les LDLs
moins denses et sont impliquées dans les processus d’athérosclérose (47). Des concentrations
basses en caroténoides pourraient étre un indicateur de densité des LDLs plutdt que d’étre un
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facteur de risque de coronaropathies. D’autre part, plusieurs €tudes ont montré une relation
entre ’inflammation et la réduction des concentrations de [3-caroténe circulant (46) ; on voit
également les problémes d’interprétation quand on sait que les marqueurs de I’inflammation
peuvent étre des déterminants indépendants des accidents coronaires (52).

L’étude des meécanismes qui sont a la base des phénomenes oxydatifs observés chez les
fumeurs devront dorénavant essayer de faire la part entre les différents facteurs décrits
précédemment : effet propre de la fumée de tabac, effet de l'activation des systémes
immunitaire et inflammatoire et interférence du métabolisme de I'alcool. Des méthodes de
mesure de marqueurs spécifiques dans le domaine des produits dérivés de I’oxydation des
lipides et des protéines - aldéhydes, isoprostanes, acides aminés oxydés - doivent pour cela
étre développées. Parmi les types d’études en population générale, 'effet du sevrage
tabagique est un bon modéle pour analyser 1’évolution des marqueurs biologiques comme
c’est le cas pour le sevrage alcoolique. Des essais de supplémentation devront étre conduits
afin d’évaluer I’effet, bénéfique ou néfaste, d’une supplémentation en antioxydants ou d’une
alimentation enrichie en aliments vecteurs. Il en est de méme dans le domaine de la
consommation d'alcool et de l'interférence de son métabolisme sur le statut pro et antioxydant.

Il existe une variabilité interindividuelle importante du taux plasmatique de [(-caroténe en
réponse a une supplémentation orale (53-55), ce qui laisse supposer I'existence d'une
régulation complexe a différents niveaux du métabolisme de ce nutriment. A ce jour, les
facteurs modulant la réponse a la supplémentation sont mal connus, notamment par le fait que
dans une population supplémentée il est possible de discerner deux groupes (répondeurs/non-
répondeurs) pour les taux circulants retrouvés (56). De la méme fagon, pour la vitamine E, on
observe une variabilité interindividuelle importante en réponse & une supplémentation,
réponse qui n’est pas proportionnelle a la dose ingérée (57). Pour ces deux antioxydants, le
niveau de base semble étre un élément important influencant la réponse (58). Certains auteurs
évoquent différents parameétres tels que ['alimentation, les indices de corpulence, les
paramétres lipidiques circulants, la consommation de tabac (57,58). Les facteurs liés au
métabolisme des lipides et des triglycérides modulant [’absorption et le clivage intestinal des
nutriments antioxydants pourraient jouer un rdle important (53,56,59) mais les facteurs
controlant ce phénoméne (génétiques et/ou environnementaux) restent inconnus.

Ces différents axes de recherche — essai de supplémentation chez le buveur excessif et/ou le
fumeur, intérét d'autres micronutriments antioxydants comme les caroténoides, détermination
de nouveaux marqueurs de stress oxydant, interférence du métabolisme lipidique et des
phénoménes inflammatoires, déterminants familiaux, génétiques ou de mode de vie du statut
pro et antioxydant — vont étre développés dans un futur proche par notre équipe.
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Au cours de ces différentes €tudes, nous avons pu décrire la consommation alimentaire et les
apports en nutriments, antioxydants en particulier, de groupes de population : obeses, buveurs
excessifs et alcooliques, fumeurs, personnes agées et adolescents. Nos conclusions générales
rejoignent celles de I'étude du Val de Marne publiées pendant la méme période (1). La
situation des groupes ¢€tudiés parait en moyenne satisfaisante, cependant la densité
vitaminique des rations est globalement faible. Avec les aliments utilis€s, I’apport en certaines
vitamines est bas pour des niveaux caloriques relativement importants. Parmi les sujets
étudiés, un certain nombre a des apports nutritionnels déséquilibrés et des apports
vitaminiques qui ne permettent pas sur des périodes prolongées de maintenir des stocks
corrects ou de répondre a un brusque accroissement des besoins. Sur le plan biologique, on
retrouve dans tous les groupes étudiés et pour la plupart des vitamines, des valeurs
considérées comme caractéristiques de déficiences vitaminiques.

L’¢tude ESVITAF en particulier, sans donner une vision représentative de la population, a €té
la premiére enquéte nationale qui a confirmé que, comme dans d’autres pays industrialisés, il
existait en France en dehors de toute pathologie des déficits vitaminiques. I faut également
signaler qu’a la suite de I’étude ESVITAF et avec I'expérience acquise au cours de cette
enquéte, nous avons mené un travail sur la comparaison des diverses tables de composition
des aliments utilisées en France (2). Cette étude a été le point de départ de la constitution
d’une base de donnees unique et spécifique a la France (3).

Sur les différents groupes de population, nous avons mis en évidence les principaux
déterminants des indicateurs biologiques du statut vitaminique, en ciblant les vitamines
antioxydantes. La synthése des données de la littérature incluant €également nos résultats ont
été publiés dans un ouvrage il y a quelques années (4-6). Les apports alimentaires en
B-carotene, a-tocophérol et acide ascorbique sont corrélés avec les niveaux plasmatiques de
chacune de ces vitamines. Les principaux autres déterminants mis en €vidence sont la
consommation de tabac et d’alcool, la prise de suppléments, l'indice pondéral, les lipides
plasmatiques, le sexe et les stades de croissance.

Nous avons particulierement exploré l'influence de l'alcool et du tabac. Chez les buveurs
excessifs et les fumeurs, le comportement alimentaire est plus traditionnel et éloigné des
recommandations diététiques : plus de viande et produits carnes, de pain, de légumes secs et
de pommes de terre, moins de laits et yaourts, de fruits et légumes et de produits sucrés. En
terme d’apports nutritionnels, ceci se traduit par une ration journaliere riche en lipides et
pauvre en glucides, (-caroténe et vitamine C. De plus, les indicateurs biologiques de statut
antioxydant sont particuliérement perturbés par le métabolisme de 'alcool et de la fumée de
cigarette. Pour la vitamine E, la vitamine C, les caroténoides et le sélénium, les concentrations
plasmatiques diminuent significativement avec la consommation d’alcool ; avec en parallele
des concentrations de marqueurs de stress oxydant plus élevées. Les 21 jours de sevrage
alcoolique ne permettent pas de restaurer le statut en vitamine E, vitamine C et sélénium.
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Suite a I'arrét de ’alcoolisation, le taux plasmatique de rétinol diminue probablement du fait
d'une redistribution vers le compartiment hépatique et des interactions entre les métabolismes
de la vitamine A et de I'éthanol. Chez les fumeurs, les concentrations de vitamine C et de f3-
caroténe sont diminuées et inversement corrélées a la quantité de cigarettes fumées.

Les 3 essais de supplémentation randomisés portant respectivement sur des personnes agees
vivant a domicile ou en long séjour et des adulites d’age moyen ont montré que I'on peut, avec
des doses nutritionnelles, diminuer les risques de déficience. L administration de vitamines C
et E, de fB-carotene, de zinc et s€lénium fait augmenter les concentrations plasmatiques de ces
micronutriments respectifs. On observe le méme phénomeéne pour les vitamines du groupe B
(B1, B2, B6 et folates). La prise de sélénium, seule ou avec d’autres micronutriments, est
¢galement associée a des activités accrues de la glutathion peroxydase dans les érythrocytes.
Cependant, la prise d'un supplément multivitaminique sur 4 mois ne permet pas de réduire le
nombre d’infections déclarées chez les sujets Agés. Auparavant, nous avions montré, sur un
échantillon transversal de personnes dgées que les concentrations en vitamine E dans le
plasma étaient négativement corrélées au nombre des infections des 3 derniéres années.

En résumé, ce travail a permis de mettre en évidence et de quantifier l'influence de
déterminants importants du statut antioxydant comme la consommation de tabac et d’alcool.
Ces facteurs sont impliqués dans des pathologies diverses et doivent étre pris en compte dans
les €tudes épidémiologiques a visée €tiologique. L'interaction des composés de l'alcool et de
la fumée de cigarette sur le métabolisme des vitamines pourrait expliquer en partie I'échec des
grands essais de prévention par les antioxydants.
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