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Résumé

La famille des acides gras oméga-3 a longue chaine (AGn3-LC) est composée principalement de deux acides
gras qui exercent des effets physiologiques connus, soit les acides eicosapentaénoique (EPA, C20:5n3) et
docosahexaénoique (DHA, C22:6n3). La grande majorité des études cliniques menées jusqu’a maintenant ont
observé I'effet d’'un supplément alimentaire qui combine I'EPA et le DHA sous différentes formes et proportions.
Alors que les études épidémiologiques tendent a montrer un effet protecteur des AGn3-LC sur le risque
cardiovasculaire, la plupart des études cliniques qui ont été menées jusqu’a maintenant tendent @ montrer un
effet neutre de la supplémentation en AGn3-LC sur le risque d’événements cardiovasculaires. L'utilisation de
suppléments d’AGn3-LC en prévention des événements cardiovasculaires est donc un sujet plutdét controversé
a ce jour. De plus en plus d’évidences suggérent que I'EPA et le DHA exercent des effets différents sur les
facteurs de risque cardiovasculaire. Ainsi, la proportion d’'EPA et de DHA contenus dans les suppléments utilisés
dans les études pourrait en partie expliquer les résultats plutot neutres observés quant a I'effet des AGn3-LC
sur le risque d’évenements cardiovasculaires. De plus, certaines études ont rapporté une importante variabilité
dans la réponse aux AGn3-LC, ce qui suggere que la supplémentation en AGn3-LC pourrait étre bénéfique

seulement chez une certaine proportion d'individus en ce qui concerne la santé cardiovasculaire.

L'objectif général de ce doctorat était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur le risque
cardiométabolique. Plus spécifiquement, nous avons comparé l'effet de 'EPA et du DHA sur les lipides
sanguins, les biomarqueurs inflammatoires, le métabolisme des lipides, I'expression des génes impliqués dans
le métabolisme des lipides, la variabilité inter- et intra-individuelle dans la réponse des triglycérides et du
cholestérol dans les lipoprotéines de faible densité (C-LDL), ainsi que les déterminants de la réponse aux AGn3-
LC. Ce doctorat a été rendu possible grace a une étude clinique randomisée en chassé-croisé et a double insu
qui a été menée a I'Institut sur la nutrition et les aliments fonctionnels. Un total de 154 participants ont été
assignés de fagon aléatoire a une séquence de trois phases expérimentales de 10 semaines et séparées par
une période libre de 9 semaines. Chaque participant a été supplémenté avec 2,7 g par jour d’'EPA, 2,7 g par
jour de DHA et 3 g par jour d’huile de mais a titre de témoin. Les résultats de ce projet de recherche ont permis
d'observer que 'EPA et le DHA exercaient des effets différents sur les lipides sanguins, certains biomarqueurs
inflammatoires, I'Indice Oméga-3, le métabolisme de I'apolipoprotéine B100 des LDL et la taille des LDL. Une
importante variabilité inter- et intra-individuelle a également été observée dans la réponse des triglycérides et
du cholestérol dans les LDL sériques suite a la supplémentation en EPA et en DHA. Les résultats de ce projet
de doctorat supportent I'hypothése que I'EPA et le DHA pourraient exercer des effets différents sur le risque
cardiovasculaire. De plus, 'EPA et/ou le DHA pourraient exercer des effets cardioprotecteurs chez certains

individus, mais pourraient aussi exercer des effets neutres ou néfastes sur la santé cardiovasculaire.



Abstract

Most clinical trials to date have used the two main types of long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acids
(LCn3-PUFAs), docosahexaenoic acid (DHA, C22:6n3) and eicosapentaenoic acid (EPA, C20:5n3) in various
forms and proportions. While LCn3-PUFA consumption tends to exert a cardioprotective effect in epidemiological
studies, most clinical studies have shown a neutral effect of LCn3-PUFA supplementation on the risk of
cardiovascular events and mortality. Thus, the use of LCn3-PUFA to prevent cardiovascular events remains
controversial. The inconsistent effect of LCn3-PUFAs on cardiovascular events might be because EPA and DHA
have distinct effects on cardiovascular risk. The proportion of EPA and DHA contained in supplements may
influence the effects of LCn3-PUFA supplements. Moreover, inter-individual variability in the plasma triglyceride
response to LCn3-PUFA supplementation has been fairly well documented in several clinical studies, suggesting

that some but not all individuals benefit from DHA and EPA supplementation.

The general objective of this thesis was to compare the individual effect of EPA and DHA on cardiometabolic
risk. Specifically, we compared the effect of EPA and DHA on blood lipids, markers of inflammation, lipids
metabolism, gene expression of lipid metabolism, the inter- and intra-individual variability of triglyceride and low-
density lipoprotein cholesterol (LDL-C) response as well as the determinants of the response. A randomized
controlled crossover and double-blind trial was conducted at the Institute of Nutrition and Functional Foods. A
total of 154 participants were randomized to difference sequences of three experimental phases of 10 weeks
and separated with 9-week washouts. Each participant was supplemented with 2,7 g per day of EPA, 2,7 g per
day of DHA and 3 g per day of corn oil as the control. The results of this study have shown that EPA and DHA
exert differential effects on blood lipids, on some inflammation markers, on the Omega-3 Index, on the LDL-
apolipoproptein B100 metabolism and on LDL particle size. An important inter- and intra-individual variability in
the triglyceride and the LDL-C response to EPA and DHA has also been observed. Altogether, these
observations support the hypothesis that EPA and DHA may exert differential effects on the risk of cardiovascular
events. Moreover, data on the variability in the triglyceride and LDL-C response suggest that some but not all

individuals may benefit from DHA and EPA supplementation in terms of cardiovascular prevention.
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bureau (ou autour d’une biére) ont contribué a rendre mon doctorat des plus productifs (et agréables). J'aimerais
remercier (une deuxiéme fois) Bénédicte, Stéphanie et Camille pour avoir relu cette thése avec attention avant
le dépdt initial. Un gros merci a mes amis de la maitrise, particuliérement Oscar et Denise, avec qui je n’ai jamais
arrété de discuter de science (ou pas). Merci a mes ami(e)s qui me trouvent un peu trop « crinquée » d’avoir
continué jusqu'au doctorat, mais qui me supportent toujours et m'aiment comme ¢a ! Merci a ma maman
Madeleine, mon papa Daniel, mon frére Antoni et ma belle-sceur Ann-Julie, qui méme si a ce jour ne sont pas
encore certains de bien comprendre le sujet de cette thése, sont fiers de moi et m'ont toujours supporté durant

mes études.
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Avant-propos

Cing articles dont j'ai eu 'occasion de rédiger en tant que premier auteur durant mon doctorat font I'objet de
cette thése aux chapitres 4, 5, 6, 7 et 8. La rédaction de ces cing articles a été possible grace aux données
d'un projet de recherche clinique qui a été mené a I'lnstitut sur la nutrition et les aliments fonctionnels (INAF) de
2013 a 2015. Je n’ai pas participé a la phase clinique de ce projet de recherche puisqu’elle était terminée au
moment de mon arrivée I'INAF en septembre 2015. Briévement, ce projet avait comme objectif principal de
comparer 'effet de la supplémentation en deux types d’acides gras polyinsaturés oméga-3 a longue chaine,
I'acide acide eicosapentaénoique (EPA, C20 :5n3) et docosahexaénoique (DHA, C22 :6n3), sur les
concentrations plasmatiques de protéine C-réactive. Le devis de I'étude est expliqué en détail dans l'article
présenté au chapitre 4. Comme vous pourrez le voir dans le titre de l'article présenté au chapitre 4, le nom de
cette étude est the Comparing EPA to DHA Study. J'utiliserai I'abréviation ComparED dans cet avant-propos.
Tous les articles ont été publiés dans des journaux scientifiques avec révision par les pairs, a I'exception de

I'article du chapitre 8 qui est actuellement en préparation.

J'ai divisé les prochains paragraphes en fonction des chapitres qui présentent les articles scientifiques de cette
thése. Je présenterai d’abord ma contribution a l'article et je remercierai et soulignerai la contribution des
coauteurs de chacun des articles, ainsi que les personnes qui ont contribué de prés ou de loin a ces projets. Si
joublie de mentionner la contribution de certaines personnes, veuillez noter que cet oubli n'est aucunement

volontaire !

De fagon plus générale, j'aimerais remercier les participants de cette étude clinique qui a permis de générer une
quantité et une qualité de données inestimables. Ce projet a mené a la publication de plusieurs articles et a
contribué de fagon considérable a I'avancement des connaissances concernant I'effet différentiel de 'EPA et du
DHA sur le risque cardiométabolique. J'admire leur volonté, leur courage (surtout pour les études de la cinétique
des lipoprotéines) et leur discipline. J'ai éprouvé beaucoup de fierté lorsque jai présenté les résultats du projet
ComparED dans le cadre de congrés nationaux et internationaux. Je remercie le personnel infirmier de I'Unité
d'investigation clinique de I'INAF, Steeve Larouche et Christiane Landry, pour les soins prodigués envers
participants. Enfin, jaimerais une fois de plus remercier le Dr Benoit Lamarche qui est I'investigateur principal
du projet de recherche et le responsable de I'approbation finale (et beaucoup plus) de chacun des articles
présentés. Merci, Benoit, pour ton calme et ta considération lors de ce marathon de rédaction de trois années

et demie !
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Chapitre 4

Allaire J, Couture P, Leclerc M, Charest A, Marin J, Lépine MC, Talbot D, Tchernof A, Lamarche B. A
randomized, crossover, head-to-head comparison of eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid
supplementation to reduce inflammation markers in men and women: the Comparing EPA to DHA (ComparED)
Study. The American Journal of Clinical Nutrition 2016 Aug;104(2):280-7.

Cet article présente les résultats principaux de I'étude ComparED. Mes taches principales auront consisté a
I'analyse statistique des données et a l'interprétation des résultats, puis a la rédaction de I'article scientifique en
tant que premiére auteure. J'ai apporté les modifications a I'article suite a la révision par les coauteurs avant la
soumission et les révisions requises par les réviseurs de the American Journal of Clinical Nutrition avant que

I'article soit accepté pour publication.

Il s’agit d'un projet de recherche qui a été subventionné par les Instituts de recherche en santé du Canada et
dont les investigateurs sont le Dr Benoit Lamarche, le Dr Patrick Couture et le Dr André Tchernof. Le Dr
Benoit Lamarche est I'investigateur principal du projet et professeur & I'Ecole de nutrition de 'Université Laval.
Il m'a conseillé lors de I'analyse statistique et 'interprétation des données et a contribué de fagon importante a
la rédaction de cet article. Le Dr Patrick Couture est un chercheur-clinicien au Centre hospitalier universitaire de
I'Université Laval - CHU de Québec et est affilié & I'INAF. Le Dr André Tchernof est un professeur a I'Ecole de
nutrition de I'Université Laval dont I'affiliation principale est le Centre de recherche de I'Institut universitaire de
cardiologie et de pneumologie du Québec, mais qui est aussi affilié a 'INAF. lls ont contribué de fagon importante

au développement et a la réalisation de I'étude ComparED et a l'interprétation des données.

La phase clinique de I'étude ComparED n’aurait pu étre possible sans I'excellent travail d Amélie Charest,
nutritionniste et professionnelle de recherche dans I'équipe du Dr Benoit Lamarche. Elle coordonne les études
cliniqgues d’'une main de maitre. Elle trouve des solutions a chacun des problemes rencontrés durant la
planification et la phase clinique de I'étude et s’assure de la qualité des données recueillies. Elle est le contact
principal avec les participants des études. Myriam Leclerc est une étudiante a la maitrise qui contribué a la
réalisation de la phase clinique du projet et qui a effectué une partie des analyses au laboratoire. Johanne
Marin et Marie-Claude Lépine ont analysé la presque totalité des échantillons biologiques de ce projet. Le Dr
Denis Talbot, professeur au Département de médecine sociale et préventive a la Faculté de médecine de
I'Université Laval, a contribué de fagon importante aux analyses statistiques pour cet article. Il a révisé ma
programmation statistique et m’'a également fourni du support pour la programmation de I'analyse « en intention

de traiter ». Il a été d’'une grande disponibilité et générosité pour répondre a mes questions.
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Chapitre 5

Allaire J, Harris WS, Vors C, Charest A, Marin J, Jackson KH, Tchernof A, Couture P, Lamarche B.
Supplementation with high-dose docosahexaenoic acid increases the Omega-3 Index more than high-dose

eicosapentaenoic acid. Prostaglandins, Leukotrienes & Essential Fatty Acids. 2017 May;120:8-14.

Cet article présente la comparaison de I'effet de 'EPA et du DHA sur I'lndice Oméga-3. L'Indice Oméga-3 a été
développé par le Dr William S Harris et son équipe de recherche, incluant sa fille la Dre Kristina Harris
Jackson. L'Indice Oméga-3 est calculé en effectuant la somme de la proportion d’'EPA et de DHA (en %) dans
les globules rouges. Mes taches dans le cadre de ce projet auront principalement consisté a I'élaboration du
plan d’analyses, I'analyse statistique des données et I'interprétation des résultats, puis a la rédaction de l'article
scientifique en tant que premiére auteure. J'ai apporté les modifications a I'article suite a la révision par les
coauteurs avant la soumission ainsi que les révisions requises par les réviseurs de Prostaglandins, Leukotrienes

& Essential Fatty Acids avant que l'article soit accepté pour publication.

Le Dr William S Harris et la Dre Kristina Harris Jackson ont effectué I'analyse de la composition en acides gras
des globules rouges de tous les participants de 'étude ComparED. La Dre Cécile Vors, qui est chercheure
postdoctorale dans I'équipe du Dr Benoit Lamarche, a contribué de fagon importante a l'interprétation des

résultats de cet article ainsi que pour les articles présentés au chapitre 6, 7 et 8.

Chapitre 6

Allaire J, Vors C, Tremblay AJ, Marin J, Charest A, Tchernof A, Couture P, Lamarche B. High-Dose DHA Has
More Profound Effects on LDL-Related Features Than High-Dose EPA: The ComparED Study. The Journal of
Clinical Endocrinology & Metabolism. 2018 Aug 1;103(8):2909-2917.

Cet article présente la comparaison de I'effet de 'EPA et du DHA sur le métabolisme in vivo de I'apolipoprotéine
B100 et CllI, sur la taille des LDL et sur les concentrations de proprotéine convertase subtilisine/kexine de type
9. Mes taches dans le cadre de ce projet auront principalement consisté a la modélisation des données de la
cinétique in vivo de l'apolipoprotéine B100 et Clll dans le logiciel Simulation, Analysis, and Modeling Software
I (SAAM 1) for tracer and phamacokinetic studies, a I'analyse statistique des données et a l'interprétation des
résultats, puis a la rédaction de I'article scientifique en tant que premiére auteure. J'ai apporté les modifications
a l'article suite a la révision par les coauteurs avant la soumission ainsi que les révisions requises par les
réviseurs de The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism avant que I'article soit accepté pour publication.
Le Dr André J Tremblay a contribué de fagon importante a la modélisation des données de cinétique et a

linterprétation des résultats. J'aimerais aussi remercier Isabelle Kelly et Benjamin Nehmé de la Plateforme de
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protéomique du Centre de recherche du CHU de Québec qui ont effectué les analyses d’enrichissement dans

les échantillons de cinétique.

Chapitre 7

Allaire J, Vors C, Harris WS, Jackson KH, Tchernof A, Couture P, Lamarche B. Comparing the serum
triglyceride response to high-dose supplementation with either DHA or EPA among individuals with increased

cardiovascular risk: The ComparED study. Sous presse a The British Journal of Nutrition.

Cet article présente la variabilité inter- et intra- individuelle de la réponse des triglycérides sériques a 'EPA et
au DHA dans I'étude ComparED. Mes taches principales auront consisté a I'élaboration du plan d’analyses,
I'analyse statistique des données et l'interprétation des résultats, puis a la rédaction de l'article scientifique en
tant que premiére auteure. J'ai apporté les modifications a I'article suite a la révision par les coauteurs avant la
soumission et les révisions requises par les réviseurs de The British Journal of Nutrition avant que ['article soit
accepté pour publication. Dans le cadre de cet article, le Dr William S Harris et la Dre Kristina Harris Jackson

ont contribué de fagon importante a l'interprétation des résultats.

Chapitre 8

Allaire J, Vors C, Harris WS, Jackson KH, Tchernof A, Couture P, Lamarche B. Is the increase in LDL-C after
high-dose supplementation with either DHA or EPA consistent, and should we worry about it? The ComparED

study. Soumis pour publication dans The Journal of Nutrition le 7 mai 2019.

Cet article présente la variabilité inter- et intra- individuelle de la réponse du cholestérol dans les LDL a 'EPA et
au DHA dans I'étude ComparED. Mes taches principales auront consisté a I'élaboration du plan d’analyses,
I'analyse statistique des données et l'interprétation des résultats, puis a la rédaction de l'article scientifique en

tant que premiére auteure.

Notes concernant les publications non incluses dans cette thése :

Dans le cadre de mon doctorat, j’ai eu 'occasion d’écrire deux autres articles scientifiques pour lesquels je suis

I'auteure principale, mais qui ne font pas partie de cette thése.

Allaire J, Vors C, Couture P, Lamarche B. LDL particle number and size and cardiovascular risk: anything new
under the sun? Current Opinion in Lipidology. 2017 Jun;28(3):261-266.

Cet article présente une revue narrative des plus récentes évidences concernant le lien entre la taille et le

nombre de particules LDL et le risque cardiovasculaire. Mes taches principales auront consisté a la recherche
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bibliographique des articles qui ont été inclus dans I'analyse et a la rédaction du manuscrit. J'ai apporté les
modifications a I'article suite a la révision par les coauteurs avant la soumission et les révisions requises par les
réviseurs de Current Opinion in Lipidology avant que l'article soit accepté pour publication. La Dre Cécile Vors
a contribué de fagon importante a la recherche bibliographique et a la rédaction de l'article. Le Dr Patrick

Couture et le Dr Benoit Lamarche ont contribué de fagon importante a la révision de l'article.

Allaire J, Talbot D, Couture P, Tchernof A, Jones PJH, Kris-Etherton P, West SG, Connelly PW, Jenkins DJA,
Lamarche B. Assessing the impact of the diet on cardiometabolic outcomes: are multiple measurements post-

intervention necessary? The European Journal of Clinical Nutrition. 2018 Jul 31.

Cet article présente les résultats d’'un projet de type méthodologique. Dans le cadre de ce projet, nous avons
combiné les données de deux études cliniques randomisées en chassé-croisé. La premiére est I'étude
ComparED qui a été menée exclusivement a I'INAF. La deuxiéme est une étude multicentrique dont le nom est
Canola Oil Multicenter Intervention Trial (COMIT) et qui a été menée a I'INAF et dans des centres de recherche
externes. L'objectif principal de I'article était de comparer I'effet de la prise de deux mesures répétées et la prise
d'une seule mesure aprés une supplémentation en DHA sur la taille d’échantillon requise pour mesurer un effet
sur une sélection de marqueurs biochimiques du risque cardiométabolique. Mes taches auront consisté a
I'élaboration du plan d’analyses statistiques, aux analyses statistiques, a 'analyse des résultats et a la rédaction
du manuscrit. J'ai apporté les modifications a l'article suite a la révision par les coauteurs avant la soumission
et les révisions requises par les réviseurs de The European Journal of Clinical Nutrition avant que I'article soit

accepté pour publication.

Le Dr Denis Talbot a contribué de fagon importante a I'élaboration du plan d’analyses statistiques, aux analyses
statistiques et a I'interprétation des résultats. J'aimerais le remercier pour son temps, son calme, sa patience et
sa persévérance lors des nombreuses révisions de l'article. Le Dr Peter JH Jones de I'Université du Manitoba,
le Dr David JA Jenkins et le Dr Phil W Connelly de la St-Michael's Hospital a Toronto, la Dre Penny Kris-
Etherton et la Dre Sheila G West de la Pennsylvania State University a University Park sont tous les
investigateurs du projet COMIT dans les centres externes. lls ont collaboré a I'analyse des résultats de I'article.
J'aimerais remercier la Dre Marie-Eve Labonté, professeure a I'Ecole de nutrition et anciennement étudiante
au doctorat dans I'équipe du Dr Benoit Lamarche, pour m’avoir fourni les données du projet COMIT ainsi qu'une

partie de sa programmation SAS. Ce sont des détails qui ont fait toute la différence !
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Introduction générale

L’intérét pour la famille des acides gras polyinsaturés oméga-3 a longue chaine (AGn3-LC) remonte au début
des années 1970 avec les travaux de deux chercheurs danois, Bang et Dyerberg (1). Ces chercheurs ont tenté
d'expliquer le faible taux d'incidence de maladies cardiovasculaires chez la population d’Esquimaux du
Groenland (1, 2). lls avaient alors attribué la majeure partie des effets protecteurs observés a leur alimentation
riche en poissons gras qui contiennent des quantités importantes d’AGn3-LC (1). Depuis, plusieurs études

cliniques de grande envergure ont été menées afin d'évaluer I'effet des AGn3-LC sur la santé cardiovasculaire.

La famille des AGn3-LC comprend principalement deux acides gras qui exercent des effets physiologiques
connus, soit les acides eicosapentaénoique (EPA, C20:5n3) et docosahexaénoique (DHA, C22:6n3). La grande
majorité des études cliniques menées jusqu’a maintenant ont observé I'effet d’'un supplément alimentaire qui
combine 'EPA et le DHA sous différentes formes et proportions. Alors que les études épidémiologiques tendent
a montrer un effet protecteur des AGn3-LC sur le risque cardiovasculaire (3-5), les études cliniques qui ont été
menées jusqu'a présent tendent a montrer un effet neutre de la supplémentation en AGn3-LC sur le risque
d'événements cardiovasculaires voire légérement protecteur sur le risque d’événements coronariens (6, 7).
L'utilisation de suppléments d’AGn3-LC en prévention des événements cardiovasculaires est donc un sujet

plutdt controversé a ce jour. Certains aspects pourraient toutefois expliquer ces résultats plutdt surprenants.

Premiérement, la forme sous laquelle sont administrés les AGn3-LC peut influencer leur absorption, et
conséquemment leurs effets dans le corps (8). Deuxiémement, de plus en plus d’évidences suggerent que I'EPA
et le DHA auraient des effets différents sur plusieurs facteurs du risque cardiométabolique (9-12). Apres
plusieurs années de résultats neutres concernant le lien entre la supplémentation en AGn3-LC et le risque
d’événements cardiovasculaires (7), I'étude REDUCE-IT, dont les résultats ont été publiés en novembre 2018,
a montré qu’une supplémentation de 4 g d’EPA par jour diminuait le risque d’événements cardiovasculaires de
25% en comparaison avec un témoin d’huile minérale (13). Dans cette étude, 'EPA a été choisi plutot que le
DHA puisqu'il a été montré que le DHA augmentait les concentrations sanguines de cholestérol dans les
lipoprotéines de faible densité (C-LDL) de fagon plus importante que 'EPA (9, 10). Toutefois, le DHA semble
avoir des effets bénéfiques sur plusieurs autres facteurs du risque cardiométabolique comparativement a 'EPA
(9-12). Enfin, une certaine variabilité dans la réponse des triglycérides sanguins aux AGn3-LC a été rapportée
dans quelques études jusqu’a maintenant (14-17). Par exemple, alors que la supplémentation en AGn3-LC est
reconnue pour diminuer les concentrations de triglycérides sanguins, une augmentation des triglycérides
sanguins est généralement rapportée chez 30% des individus (14-17). Au meilleur de nos connaissances, la
variabilité inter- et intra-individuelle dans la réponse cardiométabolique a une supplémentation en EPA et en

DHA n’a pas été investiguée jusqu’a maintenant.



Dans le cadre de cette thése, nous avons comparé I'effet d’'une supplémentation en EPA et en DHA sur plusieurs
facteurs du risque cardiométabolique, incluant les lipides sanguins, les biomarqueurs inflammatoires, le
métabolisme des lipides et I'expression des genes impliqués dans le métabolisme des lipides. Nous avons
également étudié la variabilité inter- et intra- individuelle dans la réponse des triglycérides et du C-LDL, ainsi

que les déterminants de la réponse a I'EPA et au DHA.

Cette thése est divisée en 9 chapitres. Le premier chapitre permet de mieux comprendre la problématique de
recherche en présentant brievement le portrait global des maladies cardiovasculaires, en abordant la prévalence
et les facteurs de risque, ainsi que le métabolisme des lipides. Le deuxieéme chapitre touche principalement le
métabolisme des AGn3-LC ainsi que leurs effets sur la santé cardiovasculaire. Enfin, jaborderai les objectifs du
projet ainsi que les hypothéses qui s’y rattachent dans le chapitre 3. C'est dans ce chapitre que jintroduirai les
chapitres 4 a 8 qui présentent les articles scientifiques dont les résultats permettent de répondre aux hypothéses

de recherche. Enfin, le dernier chapitre présente la discussion et la conclusion générale de cette thése.



Chapitre 1 Maladies cardiovasculaires

1.1 Définition des maladies cardiovasculaires

Les maladies cardiovasculaires sont considérées comme des maladies chroniques multifactorielles qui se
développent graduellement sur plusieurs années. L'expression « maladie cardiovasculaire » englobe plusieurs
maladies du cceur et des vaisseaux sanguins incluant entre autres la cardiopathie ischémique, la maladie
cérébrovasculaire, la maladie vasculaire périphérique et linsuffisance cardiaque (18). Les maladies
cardiovasculaires se divisent aussi en plusieurs sous-groupes selon l'organe qui est touché par la maladie: les
maladies du coeur touchent spécifiquement le coeur (infarctus du myocarde, fibrillation auriculaire, angine, etc.),
les maladies cérébrovasculaires touchent spécifiquement les vaisseaux du cerveau alors que les maladies

vasculaires périphériques touchent spécifiquement les vaisseaux périphériques du corps (18).

Dans la littérature scientifique, on retrouve le concept d'événement cardiovasculaire et de déces lié aux maladies
cardiovasculaires. L'événement cardiovasculaire référe habituellement a un probléme de santé d'ordre
cardiovasculaire qui a mené a une consultation médicale ou & une hospitalisation. Evidemment, le décés lié a
une maladie cardiovasculaire référe a un décés suite a un événement cardiovasculaire. Parfois, les événements
cardiovasculaires peuvent inclure les décés suite a un événement cardiovasculaire. Les événements
cardiovasculaires peuvent aussi étre divisés selon la physiopathologie de la maladie. On peut d’abord retrouver
les événements de type hémorragique qui se produisent lors de la rupture d’'un anévrisme se trouvant dans la
paroi d’'un vaisseau sanguin (18). Il y a ensuite les événements ischémiques qui se produisent lors de
I'obstruction partielle ou totale d'un vaisseau sanguin par la plaque d’athérosclérose ou encore par un thrombus.
La plaque d'athérosclérose, ou plague athéromateuse, est une maladie macro-vasculaire qui est caractérisée
par une inflammation chronique et par I'accumulation de cholestérol dans la paroi des vaisseaux sanguins (19).

Elle est directement associée aux maladies cardiovasculaires (19).

La définition de la catégorie « événements cardiovasculaires » est plutét hétérogene entre les études. De fagon
non exclusive, les évenements cardiovasculaires peuvent inclure le décés par maladie cardiovasculaire, le
décés par maladie coronarienne, un infarctus du myocarde, une maladie coronarienne, un accident vasculaire
cérébral, de I'angine de poitrine, de l'insuffisance cardiaque, une maladie vasculaire périphérique ou une

chirurgie cardiaque.

1.2 Prévalence et incidence des maladies cardiovasculaires
Les maladies du coeur se classent au deuxieme rang des causes de décés au Canada et sont la principale
cause de décés dans le monde avec 45% du total des décés attribuables & des maladies non transmissibles

(20). L'accident vasculaire cérébral se classe au troisieme rang des causes de décés au Canada (20). La



prévalence ajustée des maladies cardiovasculaires pour I'age a légérement diminué dans les derniéres années,
passant de 9,3% [intervalle de confiance (IC) & 99% 9,3 & 9,4] en 2005-2006 & 9,0% [IC & 99% 9,0 a 9,1%] en
2015-2016 (21). Néanmoins, le nombre de cas est en constante augmentation avec plus de 14 000 cas
s'ajoutant chaque année (21). Le taux d'incidence des maladies cardiovasculaires ajusté pour I'age a diminué
dans les derniéres années passant de 11,3% [IC a 99% 11,2 a 11,4%)] en 2005-2006 a 8,1% [IC a 99% 8,0 a
8,2%] en 2015-2016 (21). Le taux de mortalité toutes causes confondues parmi les individus atteints d’une
maladie cardiovasculaire connue est demeuré plutot stable entre la période de 2005-2006 a 2015-2016 (2,1%
[IC & 99% 2,0 a 2,2%)] et 1,9% [IC a 99% 1,8 & 2,0%] respectivement), bien que le nombre de cas augmente
d’environ 600 chaque année (21). Les causes de déces les plus fréquentes chez les individus avec une maladie
cardiovasculaire connue sont : la maladie cardiovasculaire avec 32,1% des déces, suivi du cancer avec 26,6%

et des maladies respiratoires avec 11,0% (18).

La cardiopathie ischémique est définie par 'accumulation de plaque athéromateuse dans les artéres coronaires
qui peuvent provoquer une insuffisance cardiaque, un accident vasculaire cérébral ou une crise cardiaque (18).
Elle représente la maladie du coeur la plus fréquente au Canada et dans le monde, causant presque la moitié
des déces liés aux maladies du cceur (18). En 2012-2013, la prévalence de cardiopathie ischémique au Québec
était Iégérement supérieure a celle du Canada chez les adultes de plus de 20 ans (8,4% [IC & 95% 8,4 & 8,5%]
et 8,1% [IC & 95% 8,1 a 8,1%)] respectivement) (18). La cardiopathie ischémique se développe environ 10 ans

plus tard chez la femme que chez 'homme (18).

Alors que la prévalence et l'incidence des maladies cardiovasculaires ont diminué dans les derniéres années
au Canada, le taux de mortalité est resté plutdt stable (18). Néanmoins, les maladies cardiovasculaires
représentent le groupe de maladies dont le fardeau économique est le plus important au Canada avec 11,7

milliards de dollars en colts directs annuellement (22).

1.3 Athérosclérose et métabolisme des lipoprotéines

Les lipoprotéines sont des complexes macromoléculaires qui permettent le transport des lipides dans le corps.
Le centre des lipoprotéines est composé de triglycérides et d’esters de cholestérol (partie hydrophobe) alors
que leur membrane est composée d’apolipoprotéines (apos), de cholestérol non estérifié et de phospholipides
(partie hydrophile). Les apos sont essentielles a la structure et a la fonction des lipoprotéines. Le métabolisme

des lipoprotéines est intimement lié au développement de la plague d’athérosclérose.

1.3.1 Développement de la plaque d’athérosclérose — un survol

La plaque d’'athérosclérose, ou plaque athéromateuse, se développe conséquemment a I'accumulation de

cholestérol dans la paroi interne des artéres (19). Les artéres sont composées de trois couches de tissus.



L'intima est directement en contact avec la lumiére de I'artére et est formée d’'une fine couche de cellules
endothéliales. Elle repose sur une couche de fibres de collagéne et de protéoglycanes qui lui conferent des
propriétés élastiques (19). La media est située sous l'intima et est constituée de collagéne, d’élastine et de fibres
musculaires lisses dans les plus gros vaisseaux (19). L'adventice est composé de tissu conjonctif et de fibres
élastiques et est la couche la plus externe de l'artere (19). Loin d’étre un tissu inerte, I'endothélium vasculaire
exerce un contrle sur la pression artérielle grace a son élasticitt et a sa capacité a se contracter
(vasoconstriction) ou se dilater (vasodilatation). L'endothélium vasculaire peut également produire des
médiateurs chimiques de l'inflammation comme des cytokines et participer activement a la formation de la
plaque athéromateuse (19). L'athérosclérose est une pathologie complexe qui implique plusieurs mécanismes
dont la dysfonction endothéliale, la rétention et la modification des lipoprotéines dans I'endothélium, I'expression
de molécules d’adhésion, l'attraction et la transformation de monocytes en macrophages, la formation de

cellules spumeuses et la sécrétion de facteurs de croissance (19).

La dysfonction endothéliale est la premiére étape du développement de I'athérosclérose. L'obésité, le diabete,
I'hypertension, le tabagisme, la présence de LDL oxydées et le syndrome métabolique sont quelques-uns des
facteurs qui contribuent a cette altération de I'endothélium (23, 24). L’hypercholestérolémie familiale est
également un facteur de risque important du développement de I'athérosclérose (24). Chacun de ces facteurs
peut amorcer le développement de l'athérosclérose en contribuant au stress oxydatif de I'endothélium

vasculaire.

Le stress causé a I'endothélium peut ensuite provoquer une vasoconstriction (par une diminution de la
disponibilité de I'oxyde nitrique) et une augmentation de la synthése de médiateurs de la coagulation et de
l'inflammation (19). Cette Iésion oxydative entraine aussi 'augmentation de la perméabilité de I'intima qui permet
I'accumulation de lipoprotéines porteuses d’une apo B comme les lipoprotéines de trés faible densité (VLDL) ou
les LDL. Ces lipoprotéines riches en cholestérol diffusent passivement entre les jonctions des cellules
endothéliales et adherent a l'intima grace au complexe formé par I'apo B ou E et les protéoglycanes (19). Les
lipoprotéines subissent ensuite des transformations telles qu’une oxydation, une lipolyse ou une protéolyse qui

contribuent également a l'inflammation vasculaire (19).

Les modifications des lipoprotéines et de I'apo B qu’elles contiennent stimulent la production de molécules
d’adhésion qui attirent les monocytes circulants (19). Les monocytes se transforment en macrophages lors de
leur entrée dans I'endothélium. Les récepteurs « scavengers » des macrophages tels que le « class A scavenger
receptor type I/ll (SR-A I/SR-A Il) » et le « cluster of differentiation 36 (CD36) » reconnaissent les lipoprotéines
oxydées et les captent par endocytose ou par phagocytose (19, 25). Puisque les macrophages ne sont pas

dotés d’un systéme de régulation du cholestérol, ils accumulent peu a peu les lipoprotéines riches en cholestérol



(25). Par apoptose, les macrophages se transforment ensuite en cellules spumeuses qui sont particulierement
riches en esters de cholestérol et s'accumulent dans la paroi endothéliale (19, 25). L'accumulation des cellules
spumeuses dans la paroi endothéliale provoque un soulevement de la couche unicellulaire de l'intima. Ce
soulévement de l'intima est connu sous le nom de strie lipidique (26). L'accumulation progressive de cholestérol
dans les cellules spumeuses aggrave la strie lipidique et peut méme entrainer la rupture de la paroi endothéliale.
Afin d’empécher cette complication et de renforcir I'endothélium, les cellules musculaires lisses de la media

proliferent et migrent sur le dessus de la plaque athéromateuse (26).

La derniére étape du développement de I'athérosclérose est la rupture de la plaque athéromateuse (26). S’ensuit
la formation d’un thrombus pour réparer la Iésion et I'obstruction du vaisseau sanguin (26). Lorsque le thrombus
se forme dans les artéres coronaires, I'hypoxie peut entrainer une perte de la fonction d’une partie plus ou moins
étendue du muscle cardiaque (18, 26). Comme mentionné précédemment, la cardiopathie ischémique, causée
par la plaque athéromateuse, est la maladie du cceur la plus fréquente au Canada et dans le monde, causant
presque la moitié des décés liés aux maladies du cceur (18). L'athérosclérose est donc une pathologie qui doit
étre prise en charge rapidement. Puisque I'athérosclérose est définie comme étant I'accumulation de cholestérol
dans les parois des artéeres, il existe un lien étroit entre les dyslipidémies, le métabolisme des lipoprotéines et

les maladies cardiovasculaires.

1.3.2 Meétabolisme des lipoprotéines impliquées dans le transport des lipides — un
survol

La figure 1.1 présente un résumé du métabolisme des lipides de sources exogenes et endogénes. Les
lipoprotéines sont des complexes macromoléculaires dont le réle est de permettre le transport des lipides
(hydrophobes) dans le corps (milieu hydrophile). Brievement, les chylomicrons sont des lipoprotéines qui sont
assemblées dans l'entérocyte a partir des lipides provenant de lalimentation (c.-a-d. triglycérides,
phospholipides, cholestérol et vitamines liposolubles) et des sels biliaires (27, 28). Les chylomicrons sont
caractérisés par la présence des apos B48, Clll et E a leur surface (27, 28). Ces lipoprotéines sont riches en
triglycérides (80 a 95%) et leur contenu relatif en cholestérol est faible (2 & 7%) (27, 28). Elles sont sécrétées
par les cellules intestinales dans le systéme lymphatique et rejoignent ensuite la circulation sanguine au niveau
thoracique (27, 28). Les triglycérides contenus dans les chylomicrons sont hydrolysés par la lipoprotéine lipase
(LPL) et les acides gras sont distribués aux tissus périphériques (c.-a-d. les muscles, le tissu adipeux et
I'endothélium vasculaire) (27, 28). Les résidus de chylomicrons sont enfin captés par les cellules hépatiques

surtout grace a leur apo E (27, 28).

Les VLDL sont synthétisées par le foie principalement a partir 1- des lipides provenant de I'alimentation qui

arrivent au foie via la veine porte, 2- des lipides provenant de I'alimentation qui arrivent au foie via les résidus



de chylomicrons et 3- des acides gras libres provenant du tissu adipeux (27, 28). Les VLDL peuvent également
contenir des acides gras synthétisés de novo par les cellules hépatiques ainsi que des acides gras qui
proviennent des réserves lipidiques du foie (27, 28). Le rble des VLDL est de transporter les lipides du foie aux
tissus périphériques via la circulation sanguine (27, 28). Elles peuvent contenir jusqu’a 80% de triglycérides et
contiennent les apos B100, C et E a leur surface (27). L'apo B100 est intégrée aux VLDL lors de la production
hépatique et est transmise a ses résidus métaboliques que sont les lipoprotéines de densité intermédiaire (IDL)
et les LDL (29). Le récepteur LDL au foie pourrait en partie moduler la dégradation de I'apo B100 dans les
hépatocytes et la sécrétion des VLDL par le foie (30, 31). Les triglycérides contenus dans les VLDL sont
hydrolysés par la LPL des tissus périphériques (c.-a-d. les muscles, le tissu adipeux et I'endothélium vasculaire),
ce qui diminue graduellement leur contenu en triglycérides et leur grosseur, et augmente leur contenu relatif en
cholestérol (27). L’hydrolyse des triglycérides contenus dans les VLDL est accélérée par la présence d’apo Cl
qui augmente I'activité de la LPL (32, 33). Quant & I'apo ClII, elle diminue le catabolisme des VLDL par I'inhibition
de l'activité de la LPL (32, 33). L’apo Clll des VLDL pourrait également interférer avec la liaison de I'apo B100
et de 'apo E aux récepteurs hépatiques et entrainer une augmentation de la durée de résidence des VLDL et
de leur concentration dans le sang (32, 33). L'hydrolyse des triglycérides contenus dans les VLDL génére les
IDL. Une proportion des VLDL, celles de plus grande taille, est directement retirée de la circulation par la liaison
de I'apo E ou de I'apo B100 aux récepteurs hépatiques (27). De maniére alternative, les lipides contenus dans
les VLDL de plus petite taille et dans les IDL sont hydrolysés par la LPL et |a lipase hépatique jusqu’a I'obtention
d'une lipoprotéine de faible densité riche en cholestérol qu'est la LDL (27). Le temps de résidence des VLDL

dans le sang est d’environ 15 minutes.

Les LDL contiennent environ 75% du cholestérol retrouvé dans le sang (27). Gréace a leur apo B100, les LDL se
fixent sur les récepteurs spécifiques des LDL pour transférer le cholestérol aux cellules des tissus périphériques
(p. ex. glandes surrénales, muscle squelettique, endothélium vasculaire, lymphocytes, gonades et reins) (27).
lls sont ensuite captés par les récepteurs LDL au foie ou dans les tissus périphériques grace a I'apo B100 (27).
Les LDL peuvent résider dans la circulation sanguine jusqu’a trois jours (27). Chez les individus en santé,
I'arrivée de cholestérol au foie via les chylomicrons, les VLDL, les IDL, les LDL et les lipoprotéines de haute
densité (HDL) régule I'activité de la 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase (HMG-CoA réductase),
'enzyme limitante de la synthése de cholestérol dans les cellules hépatiques, et diminue la production de
récepteurs LDL (28).

Globalement, les HDL permettent le transport inverse du cholestérol des tissus périphériques jusqu'au foie (28,
34). lls pourraient diminuer l'inflammation vasculaire grace a leurs propriétés antioxydantes et leur capacité a
éliminer le cholestérol des parois vasculaires (28, 34). L’'apo A-1 des HDL peut étre produite par le foie et par

lintestin (28, 34). Les HDL sont formés grace au cholestérol provenant des tissus périphériques, au récepteur



« ATP-binding cassette 1 » (ABCA1) et aux résidus d’hydrolyse des chylomicrons et des VLDL (34). La
lecithin :cholesterol acyltransferase (LCAT) et la cholesteryl ester transfer protein (CETP) jouent un réle
important dans le remodelage des HDL en permettant les échanges du cholestérol entre le HDL et les autres
lipoprotéines (28). Les récepteurs ABCA1 et « scavenger » de type B1 (SR-B1) sont des récepteurs qui
permettent le transfert ou I'échange du cholestérol entre les tissus périphériques et les HDL (28). Ces récepteurs
ont aussi été identifiés comme des joueurs importants dans la phagocytose des LDL oxydées par les

macrophages dans I'endothélium et dans la formation des cellules spumeuses (35).
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Figure 1.1 Résumé du transport des lipides de sources exogénes et endogénes

Adapté de (29). Traduction libre. Abréviations : ABCA1 : récepteur « ATP-binding cassette 1 » ; Apo :
apolipoprotéine; CETP : cholesteryl ester transfer protein ; CL : cholestérol libre; CM : chylomicrons; HDL ;
lipoprotéine de haute densité; LCAT : lecithin :cholesterol acyltransferase; LDL : lipoprotéine de faible densité;
LPL : lipoprotéine lipase; R-LDL : récepteur LDL; SRB1 : récepteur « scavenger » de type B1; VLDL :
lipoprotéine de trés faible densité.

La compréhension du métabolisme des lipoprotéines et des mécanismes qui sous-tendent les changements
dans les concentrations sanguines de lipides suite a un traitement pharmacologie ou a une intervention

nutritionnelle est en grande partie possible grace aux études de cinétique in vivo des lipoprotéines.



1.3.3 Etude de la cinétique des lipoproprotéines

Une étape primordiale de I'étude de la cinétique in vivo des lipoprotéines est le marquage endogéne des
lipoprotéines (29). Bien qu'il existe plusieurs méthodes, le principe consiste généralement a marquer la partie
protéique (apo) des lipoprotéines (le tracé) a I'aide d'un marqueur (le traceur) qui 1- n'interfére pas avec le
métabolisme normal du tracé, 2- peut étre mesuré facilement dans le sang et 3- ne peut pas étre synthétisé par
le corps (29). Dans le cadre des études cliniques menées a I'INAF, le marquage des apos des lipoprotéines se
fait habituellement par l'infusion intraveineuse d'un bolus suivie d’une infusion constante d'isotopomére de
leucine tri-deutérée (D3-Leucine), qui est le traceur (36). Cette infusion permet de marquer la leucine dans la
partie protéique (apo) des lipoprotéines. Durant une journée type d’étude de la cinétique (15 heures), les
participants consomment le 1/30¢ de leurs besoins énergétiques sous forme de galettes toutes les 30 minutes
afin de maintenir un état postprandial stable (« steady state ») durant toute la durée de I'étude de cinétique.
L'état postprandial stable facilite la modélisation des taux auxquels les lipoprotéines sont synthétisées et
catabolisées dans le corps. Lorsque I'état postprandial est atteint, soit trois heures aprés la premiéere galette, un
bolus de D3-Leucine est administré par voie intraveineuse. Aprés l'injection du bolus, la D3-Leucine s’équilibre
rapidement dans la circulation, puis avec les liquides de I'espace interstitiel et le cytoplasme des cellules (29).
La D3-Leucine s'incorpore ensuite dans les protéines (incluant les apos) qui sont synthétisées et sécrétées par
la cellule a un certain taux, qui est généralement rapporté de fagon absolue (PR, taux de production en mg/kg/j),
et métabolisées a un certain taux, qui est rapporté de fagon relative (FCR, taux de catabolisme fractionnel en
« pools »/j) (29). La D3-Leucine s'incorpore de la méme fagon que s'incorporerait la leucine non marquée (29).
Une infusion constante de D3-Leucine (a raison de 10 pmol/kg masse corporelle par heure) est ensuite
administrée durant les 12 heures suivantes afin de fournir au corps un apport constant en D3-Leucine. Afin de
pouvoir mesurer I'enrichissement en D3-Leucine dans les apos, des échantillons sanguins (20 ml) a 0, 0.5, 1,

15,2,3,4,6,8,10, 11, 12 heure(s) sont prélevés via un second cathéter intraveineux.

Trois temps sont utilisés pour estimer la concentration plasmatique moyenne (taille du « pool ») des VLDL, IDL
et LDL par « enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) » pour chaque participant. La taille du « pool » est
considérée comme étant constante durant I'étude de cinétique puisque le participant est maintenu en état
postprandial stable durant les 15 heures. La concentration en D3-Leucine dans les apos des VLDL, des IDL et
des LDL est déterminée par « liquid chromatography-mass spectrometric-multiple reaction monitoring »
(LC/MS/MRM) dans chaque échantillon sanguin. L'enrichissement en D3-Leucine est ensuite calculé de la fagon

suivante :

[D3 Leucine] )
[Leucine] + [D3 Leucine]

Enrichissement = (



Les valeurs d’enrichissement sont alors transposées sous la forme d’un graphique en fonction du temps pour
chaque lipoprotéine (c.-a-d. VLDL, IDL et LDL). La modélisation des valeurs d’enrichissement en fonction du
temps est effectuée grace au logiciel Simulation Analysis and Modelling Program Il (SAAM 1I, SAAM Institute,
Seattle). Ce type de modélisation permet de représenter les systémes biologiques sous la forme de plusieurs
compartiments reliés entre eux par des constantes de transfert de métabolites. Des modéles mathématiques
multicompartimentaux prédéterminés sont utilisés pour déterminer les taux de transfert, les PR et les FCR des
apos des VLDL, des IDL et des LDL grace a des équations mathématiques différentielles. Les données peuvent
ensuite étre utilisées dans les modéles d'analyses statistiques pour comparer les effets de différentes

interventions sur le métabolisme des lipoprotéines.

Comme nous avons pu le constater dans les paragraphes précédents, le métabolisme des lipides est complexe
et implique plusieurs types de lipoprotéines ainsi que l'action de plusieurs enzymes et transporteurs. Je
discuterai de comment le métabolisme des lipoprotéines et les concentrations sanguines de lipides peuvent
influencer le risque de maladies cardiovasculaires dans la prochaine section. De fagon non exhaustive, je
discuterai également d'autres facteurs de risque cardiovasculaire dont certains marqueurs de l'inflammation

systémique.

1.4 Facteurs de risque cardiométabolique

Les facteurs de risque qui contribuent au développement des maladies cardiovasculaires, plus spécifiquement
au développement de la plague d’athérosclérose, peuvent se diviser en plusieurs catégories. Parmi celles-ci,
on retrouve entre autres les facteurs de risque traditionnels ou non traditionnels, majeurs ou mineurs,

modifiables ou non modifiables et génétiques ou environnementaux.

L’étude cas-témoins INTERHEART menée dans 52 pays chez prés de 30 000 participants a permis d'identifier
neuf facteurs de risque modifiables qui pouvaient prédire environ 90% du risque de développer une maladie
cardiovasculaire (37). Ces facteurs sont le tabagisme, le tour de taille, le diabéte de type 2, la tension artérielle,
I'apport alimentaire en fruits et en légumes, la consommation d’alcool, le rapport des concentrations sanguines
d'apo B et A1, le stress et le niveau d’activité physique (37). L’étude de Framingham menée chez plus de 5 200
participants suivis depuis 1948 est également une étude importante qui a permis de développer un outil de
calcul du risque absolu d’évenements cardiaques sur 10 ans (38). Le score est calculé en utilisant la présence
de facteurs de risque tels que le sexe, I'age, la cholestérolémie totale, la concentration de cholestérol dans les
HDL (C-HDL), le statut tabagique et la tension artérielle (38). De plus, certaines conditions pathologiques comme
la résistance a l'insuline (39) et le diabéte de type 2 augmentent considérablement le risque de développer une

maladie cardiovasculaire (40, 41).
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Encore aujourd’hui, la recherche permet d'identifier de nouveaux facteurs de risque du développement de la
plaque athéromateuse et des maladies cardiovasculaires en général. Parmi les facteurs qu’on pourrait qualifier
d’en émergence ou plus récemment découverts, on retrouve entre autres la lipoprotéine(a), la proprotéine
convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9), ainsi que certains facteurs thrombotiques, inflammatoires et

génétiques.

Les maladies cardiovasculaires sont des maladies chroniques multifactorielles qui se développent
graduellement sur plusieurs années. Dans la section suivante, j'effectuerai une revue non exhaustive des
facteurs de risque qui contribuent au développement des maladies cardiovasculaires en discutant

spécifiquement des facteurs qui ont été étudiés dans le cadre de ce doctorat.

1.4.1 Facteurs de risque cardiométabolique de type lipidique

Cholestérol total

La concentration de cholestérol total dans le sang, ou cholestérolémie totale, est utilisée dans le calcul du risque
absolu de maladie coronarienne de Framingham (38). Il a ét¢ montré qu'une augmentation de la cholestérolémie
de 1% augmentait le risque coronarien de fagon linéaire d’environ 2% (42). Par exemple, les hommes dont le
cholestérol plasmatique total est de 6,2 mmol/L sont jusqu’a trois fois plus a risque de décéder de maladies

coronariennes que les hommes dont le cholestérol total de 5,2 mmol/L (43).
Cholestérol dans les lipoprotéines de faible densité

Le C-LDL est un facteur de risque important dans le développement des maladies cardiovasculaires (44). Une
augmentation de 1 mmol/L a été associée de facon linéaire & une augmentation de 41% et de 24% du risque
relatif d’événements coronariens chez les hommes et les femmes respectivement (45). Le traitement
pharmacologique avec des statines permet de diminuer les concentrations de C-LDL et le risque d’événements
coronariens de fagon importante (44, 46, 47). Il a été montré que le risque d'événements coronariens diminuait
de 10 & 25% sur 5 ans pour chaque diminution de 1 mmol/L de C-LDL secondaire a un traitement
pharmacologique avec des statines (44, 48). Toutefois, malgré I'atteinte des cibles recommandées, la diminution
des concentrations de C-LDL permettrait de réduire jusqu’a 60% du risque prédit d’événements coronariens et
de mortalité (49). Ainsi, malgré une diminution significative des concentrations de C-LDL, il subsiste un risque
résiduel qui peut étre expliqué en partie par d’autres facteurs de risque comme le tour de taille, les triglycérides
ou le C-HDL exemple. Il est également bien documenté que la présence de plusieurs facteurs de risque a un
effet synergique sur le risque cardiovasculaire (37, 38, 50). C’est pourquoi une évaluation globale de I'état de
santé et des habitudes de vie, incluant le tabagisme, I'activité physique et I'alimentation, est primordiale dans

I'évaluation clinique des individus a risque d’événements cardiovasculaires.
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Apolipoprotéine B totale

Les concentrations sanguines d’apo B totale reflétent directement le nombre de particules athérogénes (c.-a-d.
VLDL et LDL) en circulation, puisqu’une seule apo B se retrouve sur la surface de ces lipoprotéines (51). A noter
que >90% de I'apo B totale mesurée a jeun dans le sang se trouve sur les LDL (51). Une méta-analyse
regroupant les données de sept études cliniques chez des individus traités avec une statine a montré que la
réduction d'un écart type dans la concentration sanguine d’apo B100 et de C-LDL était associée a une réduction
du risque d’événements coronariens de 24,4% [IC a 95% 19,2 a 29,2%] et de 20,1% [IC a 95% 15,6 a 24,3%)]
respectivement (52). La Société canadienne de cardiologie recommande de mesurer les concentrations de C-
LDL ou d’apo B totale pour I'évaluation du risque cardiovasculaire et le traitement chez la population a risque
d'événements cardiovasculaires (46). En d'autres mots, le nombre de particules athérogénes (c.-a-d.
concentration d’apo B totale) et le C-LDL seraient des prédicteurs importants du risque d'événements

cardiovasculaires.
Apolipoprotéine Clll

L’apo Clll est synthétisée par le foie et est sécrétée dans la circulation sur les VLDL (25). Elle peut étre transférée
aux HDL durant I'hydrolyse des triglycérides (25). L’apo Clil inhibe I'activité de la LPL dont le réle est d’hydrolyser
les triglycérides contenus dans les VLDL (25). Des concentrations sanguines élevées d'apo ClII sont
généralement associées a une diminution du catabolisme des VLDL et donc a une augmentation des
concentrations sanguines de VLDL et de triglycérides (25). Jusqu'a maintenant la concentration d’apo ClI,
surtout sur les VLDL, a été identifiée comme étant un prédicteur important de la progression des Iésions
athéromateuses (53, 54) et est généralement associée a un risque plus élevé de maladies ou d’événements
cardiovasculaires (55-58). La présence d'apo ClII sur les VLDL est aussi associée a la formation de LDL petites

et denses qui représentent aussi un facteur de risque d’événements cardiovasculaires (59, 60).
Taille des LDL

Austin et ses collaborateurs ont été les premiers a montrer que la taille des LDL avait une influence sur le risque
cardiovasculaire (60). lls ont observé que les individus qui présentaient une plus grande proportion de LDL
petites et denses avaient un risque jusqu'a trois fois plus élevé d'avoir un infarctus du myocarde que les individus
qui présentaient une prépondérance de LDL de plus grande taille (60). Cette association serait partiellement
expliquée par la faible affinité des récepteurs LDL au foie pour les LDL de petite taille, ce qui entrainerait un
temps de résidence prolongé et une augmentation de Iathérogénicité des LDL petites et denses
comparativement aux LDL de plus grande taille (61). De par leur petite taille, les LDL petites et denses auraient

également plus de facilité a pénétrer 'endothélium vasculaire et seraient plus sujettes a I'oxydation que les LDL
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de plus grande taille (61), ce qui contribuerait au développement de la plaque athéromateuse. La prépondérance
de LDL petites et denses est associée a la présence d’autres facteurs de risque cardiovasculaire tels que
I'hypertriglycéridémie, une concentration sanguine élevée d’apo B totale et une faible concentration de C-HDL
(62).

Cholestérol dans les HDL

Des concentrations élevées de C-HDL sont généralement associées a un risque plus faible de maladies
cardiovasculaires. Par exemple, dans les études épidémiologiques, une augmentation dans les concentrations
de C-HDL de 0,40 mmol/L a été associée de fagon linéaire a une diminution de 34% et de 24% du risque
d’événements coronariens chez les hommes et les femmes respectivement (45). Toutefois, les études cliniques
ont rapporté que la majorité des inhibiteurs de la CETP, qui ont comme objectif d’augmenter les concentrations
de C-HDL, ne réduisent pas le risque d’événements cardiovasculaires (63, 64). Une augmentation du risque a
méme été rapportée avec I'utilisation de torcetrapib (65) malgré une modification favorable du bilan lipidique (c.-
a-d. une diminution des concentrations de C-LDL et une augmentation des concentrations de C-HDL) (63-65).
L'utilisation de I'anacetrapib a entrainé une réduction modérée du risque d’événements coronariens majeurs de
9% en comparaison avec un témoin (rapport de taux : 0,91 [IC & 95% 0,85 & 0,97]), mais cette diminution était

lige a son effet sur les concentrations de C-LDL plutdt que sur le C-HDL (66).
Triglycérides

La concentration élevée de triglycérides a jeun et postprandiale, ou I'hypertriglycéridémie, est associée au risque
d'événements cardiovasculaires (67-70). Dans le cas de la concentration de triglycérides a jeun, cette
association n'est généralement pas indépendante des autres facteurs de risque, comme le cholestérol non-
HDL, le C-HDL et le tour de taille (67, 69). La concentration sanguine de triglycérides a jeun n’est donc pas une
cible de traitement primaire proposée pour réduire le risque d’événements cardiovasculaires dans les plus
récentes lignes directrices de la Société canadienne de cardiologie (46). Néanmoins, une concentration élevée
de triglycérides a jeun (c.-a-d. > 1,7 mmol/L) fait partie des critéres diagnostiques du syndrome métabolique de
plusieurs organisations internationales et canadiennes (71-73). Tel que mentionné précédemment, il peut
subsister un risque résiduel d’événements cardiovasculaires chez les patients traités avec une statine et chez
qui les cibles de C-LDL sont atteintes (49). Chez ces patients, les triglycérides sanguins peuvent alors devenir
une cible de traitement secondaire dans le but de réduire le risque résiduel d’événements cardiovasculaires
(74). Chez les individus qui présentent des concentrations trés élevées de triglycérides sanguins (c.-a-d. > 11,3
mmol/L), le traitement de I'hypertriglycéridémie est important afin de réduire le risque de pancréatite (75). Dans
le cas de la concentration de triglycérides en postprandial, elle a été associée a un risque plus élevé risque

d'événements cardiovasculaires dans la Women’s Health Study (rapport de hasards (HR) du troisiéme tertile
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comparativement au premier tertile de concentrations de triglycérides en postprandial : 1,98 [IC & 95% 1,21 &
3,25]), indépendamment de I'age, de la pression artérielle, du statut tabagique, du diabéte de type 2, de I'indice
de masse corporelle, et des concentrations sanguines de cholestérol total, de C-HDL et de protéine C-réactive
(CRP) (69). Il a également été observé qu’une concentration élevée de triglycérides en postprandial était
associée a une augmentation du risque d'infarctus du myocarde indépendamment de plusieurs facteurs de
risque chez les femmes (HR pour une augmentation de 1 mmol/L : 1,20 [IC & 95% 1,05 & 1,37]), mais pas chez
les hommes (HR : 1,04 [IC 4 95% 0,98 a 1,11]) dans la Copenhagen City Heart Study (70).

Cholestérol non-HDL

Le cholestérol non-HDL est calculé en effectuant la soustraction de la concentration sanguine du C-HDL de la
concentration de cholestérol total. Il représente la concentration de cholestérol retrouvé dans les lipoprotéines
athérogeénes (c.-a-d. VLDL et LDL) (76) et est associé au risque de maladies cardiovasculaires (52, 77). Une
méta-analyse regroupant les données de sept études cliniques chez des individus traités avec une statine a
montré que la réduction d’un écart type dans la concentration sanguine de cholestérol non-HDL et de C-LDL
était associée a une réduction du risque d’événements coronariens de 20,0% [IC a 95% 15,2 a 24,7%] et de
20,1% [IC a4 95% 15,6 a 24,3%)] respectivement (52).

Proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 (PCSK9)

La PCSK9 est une enzyme hépatique qui participe a la régulation du métabolisme du cholestérol en se liant au
récepteur LDL au foie (78). Elle est majoritairement exprimée au foie, mais également dans les intestins et dans
le cerveau (79). On peut également la trouver dans le plasma (79). Briévement, PCSK9 entraine la dégradation
des récepteurs LDL au foie, ce qui diminue la clairance des LDL et augmente les concentrations sanguines de
C-LDL (79). Il a été montré que des mutations de type « gain de fonction » dans le géne codant pour PCSK9
étaient associées a des concentrations de C-LDL élevées et a un risque élevé d’événements cardiovasculaires
(80). A l'opposé, des mutations de type « perte de fonction » sont associées & une hypocholestérolémie et & un
faible risque d'évenements cardiovasculaires (80). Tel que mentionné précédemment, méme si la diminution
des concentrations de C-LDL par un traitement avec des statines a été prouvée comme étant efficace pour
diminuer le risque d’évenements coronariens, le risque peut demeurer élevé chez certains patients (49). Pour
faire suite @ la découverte du role de PCSK9 dans le métabolisme du cholestérol, une nouvelle classe de
médicaments a été développée pour le traitement de I'hypercholestérolémie, soit les inhibiteurs de PCSK9 (81).
Selon la molécule utilisée, il a été montré que les inhibiteurs de PCSK9, ajoutés a un traitement avec des
statines, permettaient de réduire les concentrations de C-LDL de 40 & 80% chez les patients avec une
hypercholestérolémie (81). Cette diminution des concentrations de C-LDL avec les inhibiteurs de PCKS9 s'est

traduite en une diminution du risque d’événements cardiovasculaires de 17% (risque relatif (RR) : 0,83 [IC &
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95% 0,78 a 0,88]) et par une modeste diminution de la mortalité de toutes causes en comparaison avec une
statine seule (RR : 0,92 [IC & 95% 0,85 a 1,02]) (82). Il semble donc que les inhibiteurs de PCSK9 aient une
valeur ajoutée au traitement avec des statines quant a la prévention d’événements cardiovasculaires. Toutefois,

le colt de ce type de traitement est encore élevé, ce qui le rend peu accessible.

1.4.2 Facteurs de risque cardiométabolique de type inflammatoire

L’inflammation systémique chronique exerce un réle important dans le développement et la progression de la
plupart des maladies cardiovasculaires (83-85). Cette inflammation est différente de l'inflammation dite aigué
qui est généralement associée a une réaction physiologique normale de I'organisme contre une agression (86).
L’inflammation aigué entraine entre autres de la rougeur, de la chaleur et une vasodilatation des vaisseaux
sanguins afin de maitriser la source d’agression (86). Une fois la source d’'agression contrblée, un processus
de résolution de l'inflammation s’ensuit avec la sécrétion de molécules inflammatoires et de médiateurs dont le
réle est de protéger les organes, d'activer la réparation des tissus, et d'assurer la clairance des débris engendrés
par la réaction inflammatoire (86). L'objectif de cette réaction aigué est de rétablir 'homéostasie corporelle. Elle

est habituellement localisée et temporaire.

L’inflammation chronique résulte généralement d’un état de déséquilibre d’origine pathologique (86). Il existe
deux types d'inflammation chronique. Le premier type est une inflammation chronique a composante auto-
immune qui est associée a des signes cliniques évidents et accompagnée d'une augmentation importante de
biomarqueurs de l'inflammation dans la circulation systémique (86). On retrouve ce type d'inflammation dans
les maladies comme l'arthrite rhumatoide, les maladies inflammatoires de I'intestin ou le psoriasis par exemple.
Le second type d'inflammation est celui qui sera abordé dans cette these. Il s'agit d’'une inflammation chronique
dite de « faible intensité » (« low-grade inflammation » ou « subclinical inflammation ») (86). Elle ne
s'accompagne habituellement pas de signes cliniques évidents, mais d’une légére augmentation de la

concentration des biomarqueurs de I'inflammation dans le sang.

Le systéme vasculaire, les cellules immunitaires et le tissu adipeux produisent des cytokines inflammatoires qui
incluent entre autres les interleukines (IL-6 et IL-18) et le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) (86). Cette
sécrétion de cytokines stimule la sécrétion de CRP au foie, un autre biomarqueur non spécifique de
linflammation (86). Le tissu adipeux peut également sécréter des molécules anti-inflammatoires comme
I'adiponectine (87). Bien qu'il existe de nombreux autres biomarqueurs de linflammation, les prochains
paragraphes traiteront brievement des biomarqueurs inflammatoires qui ont été étudiés dans le cadre de cette

thése, soit I'lL-6, I'lL-18, le TNF-a, I'adiponectine et la CRP.
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Puisque les concentrations de CRP peuvent augmenter suite a une multitude de stimuli comme des infections
ou des brdlures, la CRP est reconnue comme étant un marqueur non spécifique de l'inflammation. Elle est
synthétisée par le foie et ses fonctions principales seraient liées a I'immunité innée et a I'élimination des débris
cellulaires (86). Chez un individu en santé, la valeur médiane de CRP a été estimée a 0,8 mg/L alors que dans
le cas d'une inflammation aigué, les valeurs de CRP dans le sang peuvent dépasser 10 mg/L (88). Il est
généralement accepté que des valeurs situées entre 1 mg/L et 10 mg/L indiquent un état inflammatoire
chronique et de faible intensité (88). Bien que non spécifique, il s'agit du marqueur de l'inflammation le plus
étudié (85).

L'IL-6 et le TNF-a. sont sécrétés par plusieurs types de cellules incluant les cellules immunitaires, endothéliales,
adipeuses et méme musculaires (86). Quant a I'lL-18, qui est une forme active de cytokine provenant de la
famille des cytokines inflammatoires IL-1, elle peut étre sécrétée par les cellules immunitaires, endothéliales et
rénales (86, 89). L'IL-6 aurait plusieurs réles dont I'activation de la synthése de protéines de phase aigué, la
stimulation de la différenciation des lymphocytes B et la libération d'acides gras par le tissu adipeux (86). Elle
aurait également un réle a jouer dans la sensibilité a I'insuline (86). Le TNF-a stimulerait I'apoptose cellulaire et
I'expression des molécules d’adhésion cellulaire et pourrait contribuer au développement de la résistance a
linsuline (86). L'IL-18 serait davantage associée a l'inflammation vasculaire et rénale et donc a I'hypertension
artérielle (89).

L’adiponectine est une hormone sécrétée par le tissu adipeux qui améliore ['utilisation du glucose, la sensibilité
alinsuline et stimule I'oxydation des acides gras au foie et dans les muscles squelettiques (87). Elle a également
des propriétés anti-inflammatoires, comme la diminution de I'expression des macrophages de type M1 (pro-
inflammatoires) et du facteur de transcription NF-kB (« nuclear transcription factor kappa B ») qui active une
voie importante de la régulation de la réponse inflammatoire (90). Enfin, I'adiponectine pourrait inhiber la
transformation des macrophages en cellules spumeuses dans I'endothélium, ce qui serait protecteur contre le

développement de la plague athéromateuse (91).

Des concentrations anormalement élevées d'IL-6, de TNF-a, de CRP et des concentrations faibles
d’'adiponectine ont été associées au risque de plusieurs pathologies chroniques telles que I'hypertension (92),
le diabéte de type 2 (93-97) et les maladies cardiovasculaires (98-102). De plus, il a été montré qu'une
intervention pharmacologique avec des anticorps monoclonaux ajoutés au traitement de I'hypercholestérolémie
pouvait réduire l'inflammation et diminuer le risque d’évenements cardiovasculaires chez des patients en

prévention secondaire (103, 104).
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Comme nous avons pu le constater, les maladies cardiovasculaires sont des maladies complexes et
multifactorielles. L'évaluation globale des habitudes de vie et de I'état de santé des patients est donc essentielle
afin d’optimiser la prise en charge de ces maladies. Il existe actuellement plusieurs options de traitements
pharmacologiques pour prévenir le développement de ces maladies chroniques. Toutefois, 'adoption de saines
habitudes de vie est primordiale afin de prévenir et de traiter les maladies cardiovasculaires. Parmi les
changements d’habitudes de vie les plus importantes, on retrouve la cessation tabagique et I'adoption d'un
mode de vie actif et d’'une alimentation équilibrée. Comme nous pourrons le constater au prochain chapitre,

notre alimentation peut exercer un effet important sur le risque cardiométabolique et de maladies chroniques.
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Chapitre 2 Alimentation et maladies
cardiovasculaires

2.1 Facteurs nutritionnels en lien avec le risque de maladies
cardiovasculaires

L’adoption de saines habitudes de vie, incluant les habitudes alimentaires, est essentielle a I'atteinte et le
maintien d’'une bonne santé cardiovasculaire tout au long de la vie. Plusieurs facteurs nutritionnels ont été
associés au risque (augmenté ou diminué) d'événements cardiovasculaires jusqu’a maintenant (105). Le
tableau 2.1 présente les recommandations qui ont été émises par I'’Association américaine du coeur (AHA) afin
de réduire le risque d’événements cardiovasculaires (par une diminution des concentrations sanguines de C-
LDL). Les recommandations présentées dans le tableau 2.1 sont appuyées par des évidences scientifiques de

qualité élevée (grade A) (105).

Tableau 2.1 Recommandations de I'AHA afin de diminuer les concentrations sanguines de C-LDL sanguines
et de réduire le risque d’évenements cardiovasculaires

Recommandations
Améliorer la qualité de I'alimentation en consommant une variété de:
- Fruits;
- Légumes;
- Grains entiers;
- Produits laitiers faibles en gras;
- Volailles et poissons;
- Légumineuses;
- Huiles polyinsaturées;
- Noix.

Limiter:
- Laviande rouge;
- Les boissons sucrées;
- Les sucreries.

Diminuer la quantité d’énergie provenant des acides gras saturés:
- Viserun apport entre 5 et 6 % de I'énergie totale.
Diminuer la quantité d’énergie provenant des acides gras trans.
Adapté de (105). Traduction libre.

Les recommandations présentées dans le tableau 2.1 concernent a la fois la consommation d’aliments et la
consommation de nutriments. Par exemple, il semble favorable de consommer des noix (aliment), mais il est
recommandé de limiter sa consommation d'acides gras saturés (nutriment). Le lien entre les apports
alimentaires en différents types d’acides gras, les lipides sanguins et le risque cardiovasculaire, suscite

I'attention des chercheurs, des producteurs, des représentants de I'industrie, des institutions gouvernementales,
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et de la population en général depuis plusieurs décennies. Le tableau 2.2 présente un résumé des effets des
différents types d'acides gras contenus dans les aliments sur les concentrations sanguines de C-LDL et de C-
HDL.

Tableau 2.2 Effet des différents types d’acides gras sur les concentrations sanguines de C-LDL et le C-HDL

Acide gras C-LDL C-HDL
Saturés m )
Monoinsaturés

C18 :1cis (oléique) U )
Polyinsaturés

C18 :2 (linoléique) U =

C18 :3 (a-linolénique) U =

C20 :5 et C22 :6 (eicosapentaénoique et docosahexaénoique) e N
Trans

C18 :1trans (élaidique) M =

Adapté de (106). Les changements sont exprimés en comparaison avec des glucides. I : augmente; < : pas
deffet: U : diminue.

Dans le cadre de cette theése, nous nous sommes intéressés plus spécifiquement a l'effet des acides
eicosapentaénoique (EPA, C20 :5n3) et docosahexaénoique (DHA, C22 :6n3), deux acides gras oméga-3
polyinsaturés a longue chaine (AGn3-LC), sur le risque cardiométabolique. Le chapitre 2 sera donc plus
spécifiquement consacré aux AGn3-LC et a leurs effets sur le risque cardiométabolique. Tel que présenté dans
le tableau 2.2, les AGn3-LC peuvent entrainer une augmentation des concentrations sanguines de C-LDL et de
C-HDL ou exercer un effet neutre (c.-a-d. aucun effet). Comme nous pourrons le constater dans les sections
suivantes, I'effet des AGn3-LC sur les lipides sanguins dépend en partie de la dose et du type d’acide gras (c.-
a-d. EPA ou DHA).

2.2 Acides gras oméga-3

2.2.1 Métabolisme des acides gras omeéga-3

Les acides gras polyinsaturés oméga-3 (AGn3) font partie de la famille des acides gras polyinsaturés. Comme
leur nom l'indique, ils présentent une double liaison sur le troisiéme carbone a partir du groupement méthyle (-
CHs) de leur chaine carbonée. L’acide a-linolénique (C18 :3n3) est un AGn3 essentiel retrouvé dans les sources
alimentaires végétales telles que les noix de Grenoble, I'huile de canola, I'huile de soja, les graines de lin, les
graines de chia et les graines de chanvre. Tel que présenté a la figure 2.1, le corps humain peut convertir I'acide
o-linolénique provenant de I'alimentation en EPA, en acide docosapentaénoique (DPA, C22 :5n3) et en DHA
gréce a l'action de la A6-désaturase, la A5-désaturase, d’élongases et de la 3-oxydation dans le foie (107). Les

DHA peut également étre reconverti en EPA par -oxydation (107).
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C18 :3 (acide a-linolénique)

A6-désaturase l
C18:4

Elongase l
C20:4

C20 :5 (acide eicosapentaénoique)

A5-désaturase l \i
C

~

Elongase l S
C22 :5 (acide docosapentaénoique)
Elongase l
C24 5
A6-désaturase l

C24 6 \/E\Af
B-oxydation l : /E

C22 :6 (acide docosahexaénoique)

Figure 2.1 Métabolisme in vivo des acides gras polyinsaturés oméga-3

Adapté de (107).

Les désaturases sont des enzymes qui permettent de créer une double liaison sur la chaine carbonée (sur le
sixieme et sur le cinquiéme carbone a partir du groupement hydroxyle pour la A6-désaturase et la A5-
désaturase respectivement), alors que les élongases allongent la chaine carbonée en y ajoutant deux carbones
a la fois. Théoriquement I'acide a-linolénique peut étre métabolisé en EPA, en DPA et en DHA. Les études ont
toutefois montré que la conversion en EPA est de moins de 8% chez les hommes et d’environ 20% chez les
femmes (108, 109). La conversion de I'acide oi-linolénique en DPA est d’environ 8% chez les hommes et de 6%
chez les femmes (108, 109) et la conversion en DHA est de moins de 1% chez les hommes et d’environ 9%
chez les femmes (108, 109). Il a également été montré qu’une augmentation de I'apport en EPA et de DHA
provenant de l'alimentation diminuait leur synthése in vivo a partir de I'acide a-linolénique, probablement via
I'activation du peroxisome proliferator-activated receptor alpha (PPAR-c) qui inhibe la transcription de I'A6-
désaturase (110). Une grande proportion de I'acide o-linolénique est aussi utilisée pour produire de I'énergie
dans le corps (107). Ainsi, bien qu'ils ne soient pas considérés comme des acides gras essentiels, les AGn3-

LC (c.-a-d. EPA, DPA et DHA) retrouvés dans le corps proviennent presque exclusivement de I'alimentation.
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2.2.2 Recommandations alimentaires pour les acides gras oméga-3 chez la
population en santé

Les recommandations nutritionnelles chez I'adulte pour I'atteinte et le maintien d’'une bonne santé sontde 0,6 a
1,2% de I'énergie totale en acide a-linolénique (ce qui correspond a 1,3 et 2,7 g par jour pour un apport de 2000
kilocalories) (111). L'apport alimentaire en acide a-linolénique des Nord-Américains est de 1,1 a 1,6 g par jour

(112), ce qui est suffisant selon les recommandations.

Les AGn3-LC se retrouvent principalement dans les produits marins tels que les algues et les poissons « gras »
comme le saumon, le maquereau, le hareng et les sardines. Le tableau 2.3 présente la composition en EPA, en
DPA et en DHA de différents aliments.

Tableau 2.3 Composition en EPA, DPA et DHA des divers aliments de source marine (par portion de 75 g)

Aliment EPA (g) DPA (g) DHA (g)
Saumon, atlantique, élevage, cuit au four 0,518 0,269 1,093
Sardines, dans I'huile, égouttées 0,355 0,000 0,382
Thon blanc, dans 'eau, égoutté 0,175 0,014 0,472
Crevettes, bouillies 0,101 0,009 0,026
Morue, atlantique, cuite au four 0,003 0,010 0,116

Données tirées du Fichier canadien sur les éléments nutritifs de 2015, Santé Canada.

Comme on peut le constater, les aliments riches en EPA et en DHA contiennent peu de DPA, a I'exception du
saumon. Il a d'ailleurs été montré que le DPA retrouvé dans le corps provient presque exclusivement de la
conversion de 'EPA en DPA (113). Bien que les effets du DPA sur la santé suscitent de plus en plus d'intérét

en recherche (114), nous nous intéresserons principalement a 'EPA et au DHA dans les prochaines sections.

Les Canadiens atteignent les recommandations nutritionnelles en acide a-linolénique, mais il semblerait que
leur statut en AGn3-LC ne soit pas optimal. En effet, selon les données de I'Enquéte canadienne sur les mesures
de santé de 2012 et 2013, I'lndice Oméga-3 moyen des Canadiens est de seulement 4,5% [IC a 95% 4,2 a
4,8%] (115). L'Indice Oméga-3, développé par Harris et ses collaborateurs, est un indice du statut en EPA eten
DHA chez I'humain et a été inversement associé au risque de déces par maladie coronarienne (5, 116, 117). Il
est calculé en effectuant la somme de la composition des globules rouges en EPA et en DHA (en % des acides
gras totaux) (116). Il a &té observé qu'une valeur de 4% ou moins était associée a un risque élevé d’évenements
coronariens, une valeur de plus de 4% & moins de 8% a un risque modéré et une valeur de 8% ou plus a un
risque faible (116). Par exemple, comparativement a la catégorie de risque élevé (c.-a-d. 4% ou plus), la
catégorie de risque faible (c.-a-d. 8% ou plus) a été associée a une diminution du risque de décés par maladie

coronarienne jusqu'a 90% (116). Un Indice Oméga-3 d’environ 8% peut étre atteint par la consommation de
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plus de 0,5 g I’'EPA+DHA par jour, ce qui correspond a environ deux portions de 75 g de poisson par semaine,

dépendamment du type de poisson (116).

Selon 'Enquéte sur la santé dans les collectivités canadiennes de 2015, la consommation moyenne de poisson
(incluant le poisson gras, le poisson maigre et les fruits de mer) des adultes canadiens est de 6,1 g par jour, ce
qui correspond a moins d’un repas par mois (résultats non publiés). Toujours selon 'Enquéte sur la santé dans
les collectivités canadiennes de 2015, 62,3% des adultes canadiens consomment moins deux portions de
poisson par semaine (données non publiées). Environ 5% des adultes canadiens consomment habituellement
une portion de poisson gras par semaine et 0% consomme habituellement deux portions de poisson gras par
semaine (données non publiées). Enfin, 12,8% des adultes canadiens consomment habituellement des
suppléments d’AGn3-LC contenant de 'EPA et du DHA (données non publiées). A noter qu'il n'y a actuellement
pas d'évidence scientifique qui appuie une recommandation de supplémentation en AGn3-LC chez la population

en santé afin de réduire le risque de maladies cardiovasculaires (118).

2.2.3 Les différents types de suppléments d’acides gras oméga-3

Les suppléments retrouvés sur le marché et utilisés dans les études peuvent contenir des proportions variables
d’EPA et de DHA. Les suppléments peuvent également contenir d’autres composés ainsi que d’'autres types
d'acides gras en différentes proportions (119). L'EPA est habituellement retrouvé en plus grande proportion que
le DHA, majoritairement sous la forme d'un ratio de 3 :2 (119). Les proportions d’'EPA et de DHA sont toutefois
trés variables entre les études. L'EPA et le DHA peuvent aussi se trouver sous différentes formes, les plus
fréquentes étant les triglycérides réestérifiés et les esters d’éthyle. Dus a leur grande susceptibilité a I'oxydation,
les AGn3-LC sont rarement retrouvés sous la forme d'acides gras libres dans les suppléments (8). Les
triglycérides réestérifiés sont plus biodisponibles et donc mieux absorbés que les esters d’éthyle (8). La prise
d'un repas simultanément a la prise du supplément augmente la biodisponibilité des esters d’éthyle, mais
n‘aurait pas d'effet sur la biodisponibilité des triglycérides réestérifiés (8). Il a également été démontré que
lincorporation de I'EPA et du DHA dans la membrane des globules rouges s'effectue de maniere dose-
dépendante (120).

Bien que la majorité des suppléments retrouvés sur le marché et utilisés dans les études contiennent a la fois
de 'EPA et du DHA, de plus en plus d’évidences montrent que ces deux AGn3-LC auraient des effets différents
sur les facteurs de risque cardiométabolique (9, 10). Les effets individuels de 'EPA et du DHA sous la forme
de suppléments seront discutés dans les prochaines sections. Leurs effets lorsqu'ils sont consommés

ensemble sous la forme d’aliments ou de suppléments seront aussi discutés.
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2.3 Acides gras oméga-3 et risque cardiométabolique

Depuis plusieurs années, les AGn3-LC suscitent de I'intérét grace a leurs effets potentiellement bénéfiques sur
la santé incluant le développement de la maladie d’Alzheimer, les symptémes de la dépression, le cancer et les
maladies auto-immunes, pour ne nommer que quelques exemples (121). Dans le cadre de ce doctorat, nous
nous sommes principalement intéressés a leurs effets sur le risque cardiométabolique. La figure 2.2 présente
quelques mécanismes potentiels par lesquels les AGn3-LC pourraient prévenir le développement des maladies

cardiovasculaires.

.l Fréauence cardiaque
4 Arythmie
E 1 Efficacité du muscle cardiaque (e.g.
diminution des besoin en oxygene
pour un travail donné)

1 Fonction diastolique

¢ Production de
triglycérides

.4

.J. Pression artérielle

Endothélium

Thrombose

Production d’eicosanoides
dérivés de I'acide arachidonique
Production d’eicosanoides
dérivés de I'EPA, DPA et DHA

EJ, Résistance vasculaire
systémique

Réponse vasodilatatrice

Compliance artérielle

4 Dysfonction endothéliale

Effet linéaire observé en réponse a des apports de < 750 mg d’EPA et de DHA/j, avec
un faible effet additionnel suite a une augmentation des apports.

Effet linéaire observé en réponse a des apports en EPA et en DHA allant jusqu’a 7 g/j.
[:] Effet observé en réponse a des apports en EPA et en DHA >4 g/j.

E Dose réponse non-établie.

Figure 2.2 Effets des acides gras oméga-3 polyinsaturés a longue chaine sur la santé cardiométabolique

Adapté de (122). Traduction libre. Abréviations : DHA, acide docosahexaénoique ; DPA : acide
docosapentaénoique ; EPA, acide eicosapentaénoique.
De fagon générale et non exhaustive, les AGn3-LC diminuent les concentrations sanguines de triglycérides,
peuvent diminuer la pression artérielle, réguler le rythme cardiaque et améliorer la fonction endothéliale (122,
123). De plus, la dose administrée peut influencer leurs effets sur le risque cardiométabolique. Par exemple,
I'effet antiarythmique et hypotenseur peut étre observé a des doses plus faibles (< 750 mg d’'EPA et de DHA

par jour) sans effet additionnel considérable avec des doses plus élevées, mais l'effet antithrombotique
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nécessite des doses de plus de 4 g d’'EPA et de DHA par jour. De fagon générale, plus la dose est élevée, plus

I'effet va étre important (123).

L’EPA et le DHA sont des acides gras qui ont un « potentiel actif » important dans le corps. Par exemple, 'EPA
et le DHA sont des précurseurs de la synthése de différents types d’eicosanoides dans le corps grace aux
actions des lipoxygénases (5-LOX) et des cyclooxygénases-2 (COX-2) (121). L'EPA permet la synthése de
prostaglandines et de thromboxanes de série 3, de leucotriénes de série 5, et de résolvines de série E (121).
Quant au DHA, il permet la synthése de marésines et de résolvines de type D (121). Les eicosanoides sont
entre autres des médiateurs de linflammation, de la contraction des muscles lisses et de I'agrégation

plaquettaire (121). L'EPA et le DHA permettent donc la régulation de plusieurs mécanismes vitaux dans le corps.

Il est important de mentionner que les suppléments d’AGn3-LC et les aliments riches en AGn3-LC peuvent
exercer des effets différents sur la santé et les marqueurs du risque cardiométabolique. Comparativement au
supplément, I'aliment contient non seulement des AGn3-LC, mais également d’autres nutriments, vitamines et
minéraux qui peuvent exercer des effets additionnels ou synergiques dans le corps. Par exemple, une étude
menée chez 53 participants hyperlipidémiques a montré que 2,8 g d’'EPA et 1,6 g de DHA par jour sous la forme
de poisson gras (250 g de poisson a raison de deux fois par semaine) et 2,5 g d'EPA et 1,7 g de DHA par jour
sous la forme d'un supplément permettaient de diminuer les concentrations de cholestérol total, de cholestérol
non-HDL et de triglycérides aprés deux mois (124). Toutefois, a doses égales d’AGn3-LC, cette diminution était
plus importante dans le groupe qui consommait du poisson comparativement au groupe qui consommait le
supplément (124). Ces résultats suggerent que les autres nutriments contenus dans le poisson pourraient avoir
des effets additionnels ou synergiques a ceux des AGn3-LC dans le corps. Puisque nous nous sommes
intéressés a l'effet de la supplémentation dans le cadre de ce doctorat et qu'il y a peu d’études cliniques qui ont
observé l'effet des AGn3-LC provenant des aliments, I'effet de la supplémentation en AGn3-LC sur la santé
cardiométabolique sera discuté dans les prochaines sections. Néanmoins, une attention particuliere sera portée
a la différence entre I'effet des aliments et des suppléments, surtout dans la partie sur 'effet des AGn3-LC sur

les événements cardiovasculaires et la mortalité.

2.3.1 Acides gras oméga-3 et facteurs de risque cardiométabolique

Facteurs de risque de type lipidique

Le tableau 2.4 présente un résumé des effets des AGn3-LC en comparaison avec d'autres agents
hypotriglycéridémiants (c.-a-d. niacine et fibrates) et hypocholestérolémiants (c.-a-d. statines, résines, ezitimibe

et inhibiteurs de PCSK9) sur les concentrations sanguines de triglycérides, C-LDL et C-HDL.
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Tableau 2.4 Effets de différents agents hypolipémiants sur les concentrations sanguines de triglycérides, C-
LDL et C-HDL

Agent Changement Changement Changement
triglycérides (%) C-LDL (%) C-HDL (%)
AGn3-LC (EPA+DHA) U 20-50 M IS
Niacine U 20-50 U5-25 M 15-35
Fibrates U 20-50 MU 0-20 1 6-20
Statines U 7-40 U 18-60 1 3-15
Résines M U10-30 735
Ezetimibe U 4-11 U17-22 M 2-5
Inhibiteurs de PCSK9 |} 7-17 U 54-74 N 4-9

Adapté de (125-127). *Les fibrates peuvent augmenter le C-LDL chez certains individus
hypertriglycéridémiques. 1 : augmente; < : pas d’effet; U : diminue.

Les AGn3-LC sont reconnus pour diminuer les concentrations sanguines de triglycérides jusqu’a 50% et de
fagon proportionnelle a la dose administrée et aux concentrations de triglycérides de départ (7, 122, 125). L'effet
des AGn3-LC sur le métabolisme des lipides n'est pas encore totalement compris, mais les études de la
cinétique in vivo des lipoprotéines ont montré que la diminution des triglycérides était due a la fois a une
réduction du PR I'apo B100 des VLDL et a une augmentation de la conversion de I'apo B100 des VLDL en LDL
(128, 129). La figure 2.3 présente les mécanismes potentiels qui permettraient d’expliquer la diminution des
triglycérides par les AGn3-LC. La diminution de la production des VLDL au foie pourrait en partie étre expliquée
par une diminution de I'expression du « sterol requlatory element-binding protein 1¢ (SREBP1c) » (125, 130).
Cette diminution de I'expression aurait pour effet de diminuer l'activité de I'acide gras synthase (FAS) et de
I'acétyl-CoA carboxylase (ACC) qui sont des enzymes qui participent a la lipogenése au foie (125, 130). Les
AGn3-LC semblent également diminuer l'activité de la diacylglycérol O-acyltransférase (DGAT) qui catalyse
I'étape finale de la synthese de triglycérides au foie (125, 130). La diminution des triglycérides peut également
étre expliquée par I'activation de PPAR-a., ce qui augmente la 3-oxydation des acides gras au foie et réduit la
concentration des substrats nécessaires pour la synthese de triglycérides (125, 131). Les AGn3-LC pourraient
également entrainer la dégradation de 'apo B100 nouvellement synthétisée dans le réticulum endoplasmique
des hépatocytes (125, 131) en partie par un effet sur le récepteur LDL (30, 31). Les AGn3-LC diminueraient les
concentrations d’apo ClII et augmenteraient I'expression et l'activité de la LPL, une enzyme responsable de
I'hydrolyse des triglycérides dans les VLDL qui conduit a la production de LDL dans le plasma (125, 132). Cet
effet sur la LPL peut expliquer a la fois la diminution des concentrations sanguines de triglycérides et
I'augmentation des concentrations de C-LDL parfois observées suite a une supplémentation en AGn3-LC (125,
132). Les AGn3-LC semblent également entrainer la production de VLDL de plus petite taille qui sont

précurseurs de LDL comparativement aux VLDL de plus grande taille (133).
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Figure 2.3 Mécanismes sous-jacents a la diminution des concentrations de triglycérides sanguins en réponse
a une supplémentation en acides gras oméga-3 polyinsaturés a longue chaine

Adapté de (134). Traduction libre. Abréviations : apo, apolipoprotéine ; DGAT, diacylglycérol O-acyltransférase
; LDL, lipoprotéine de faible densité ; LPL, lipoprotéine lipase ; VLDL, lipoprotéine de tres faible densité.

En ce qui concerne l'effet individuel du DHA et de I'EPA, il a été montré que la diminution des concentrations
de triglycérides dans le sang est plus importante en réponse a la supplémentation en DHA qu'en EPA (A-6,14
mg/dL (0,069 mmol/L), IC 4 95% -2,47 &-9,82 mg/dL) (9, 10). Iy a actuellement trés peu d’études qui permettent

de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur les mécanismes qui sous-tendent ces différences.

Les évidences provenant des méta-analyses montrent qu’'une supplémentation en AGn3-LC influencerait peu
ou pas les concentrations sanguines de C-LDL (7). Toutefois, cet effet neutre serait probablement dii au fait
que les suppléments d’AGn3-LC contiennent habituellement une plus grande proportion d’'EPA que de DHA. En
effet, le DHA augmente les concentrations de C-LDL comparativement a 'EPA (A+4,63 mg/dL (0,12 mmol/L),
IC & 95% +2,15 &+ 7,10 mg/dL) (9, 10). L'EPA aurait des effets plutdt neutres ou augmenterait légérement les
concentrations de C-LDL dans le sang (9, 10). Le DHA tend a diminuer les concentrations sanguines d’apo Cll|
comparativement a 'EPA, ce qui pourrait en partie expliquer la plus grande diminution des concentrations de
triglycérides et également contribuer a la formation de particules LDL de plus grande taille avec le DHA (11,
135, 136). Le DHA et 'EPA auraient des effets similaires sur 'activité de la LPL (137). Il a été observé chez
I'animal que le DHA, mais pas I'EPA, diminuait I'expression des récepteurs LDL au foie, mais les études chez

les humains montrent des résultats plutdt hétérogenes (138).
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Les AGn3-LC semblent pouvoir |égérement augmenter les concentrations de C-HDL dans le sang (7), mais
cette augmentation serait plus importante avec le DHA qu'avec 'EPA (A+3,74 mg/dL (0,097 mmoliL), IC & 95%
+2,42 a +5,05 mg/dL) (9, 10). Il y a actuellement trés peu d’études qui permettent de comparer les effets de

I'EPA et du DHA sur les mécanismes qui sous-tendent ces différences.

Selon une étude clinique menée chez 92 femmes en santé, une supplémentation de 2,2 g d’AGn3-LC par jour
durant 12 semaines diminuerait les concentrations sanguines de PCSK9 comparativement a I'huile de carthame
(139). Des analyses secondaires de I'étude Canola Oil Multicenter Intervention Trial (COMIT) menée chez 54
participants a risque d’événements cardiovasculaires a montré que la consommation d’une huile de canola
enrichie en DHA diminuait les concentrations sanguines de PCSK9 comparativement a une huile de canola
réguliére (140). Des études supplémentaires sont nécessaires pour mieux comprendre les mécanismes sous-

jacents a ces changements.
Facteurs de risque de type inflammatoire

L’EPA et le DHA présents dans le corps permettent la production d’eicosanoides qui sont entre autres des
médiateurs de l'inflammation (141). L'EPA et le DHA pourraient donc exercer des effets anti-inflammatoires
dans le corps. L'EPA et le DHA exerceraient également leurs effets anti-inflammatoires en prenant la place de
I'acide arachidonique (AA, C20 :4n6) dans la membrane des cellules (122). L'AA est un acide gras polyinsaturé
oméga-6 qui permet la production d’eicosanoides ayant des effets pro-inflammatoires (141). Les résultats d’'une
méta-analyse publiée en 2014 comprenant les données de 68 études cliniques randomisées menées chez plus
de 4000 individus ont montré que les AGn3-LC diminuaient les concentrations sanguines de CRP, d'IL-6 et de
TNF-a chez des individus en santé et avec une maladie chronique telle qu’'une maladie coronarienne ou une
hypercholestérolémie (142). Les AGn3-LC augmenteraient également les concentrations sanguines
d’'adiponectine (143). Peu d’études ont été menées afin de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur les
marqueurs de l'inflammation systémique jusqu’a maintenant. Mori et ses collaborateurs ont observé qu’une
supplémentation de 4 g d’'EPA ou de DHA par jour (esters d'éthyle, pureté de 96%) durant 6 semaines n’avait
pas d'effet sur les concentrations de CRP, d’IL-6 et de TNF-a chez 59 individus avec un diabéte de type 2 en
comparaison avec un témoin d’huile d’olive (11). De fagon similaire, Tsunoda et ses collaborateurs n'ont pas
observé d'effet d’une supplémentation de 1,8 g par jour de DHA ou d’EPA durant six semaines sur les
concentrations sanguines de CRP en comparaison avec un témoin d’huile d'olive chez 50 participants en santé
(12). Plusieurs facteurs peuvent expliquer cette discordance entre I'effet observé avec 'EPA et le DHA combiné
comparativement a leur effet individuel. La dose utilisée, la durée de l'intervention, la taille de I'échantillon et
I'état de santé des participants sont quelques facteurs qui peuvent influencer la réponse a une supplémentation
en EPA et en DHA.
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2.3.2 Acides gras oméga-3 et risque d’événements cardiovasculaires et de
mortalité

Les études épidémiologiques montrent que la consommation de poisson et d’AGn3-LC est associée a une faible
diminution du risque d’événements coronariens (3, 4) et de mortalité de toutes causes (144). Il existe peu
d'évidences concernant I'effet d’'une intervention nutritionnelle visant a augmenter I'apport en AGn3-LC par
I'alimentation (c.-a-d. poissons et fruits de mer ou produits enrichis) sur le risque de mortalité cardiovasculaire
et de toutes causes (7). Basé sur le peu de données disponibles provenant d’études cliniques, une augmentation
de 'apport en AGn3-LC par l'alimentation ne semble pas associée au risque de mortalité cardiovasculaire (RR
0,95 [IC @ 95% 0,52 a 1,71]) et toutes causes (RR : 0,90 [IC & 95% 0,60 & 1,35]), et au risque d’événements
cardiovasculaires (RR : 1,13 [IC & 95% 0,86 & 1,49]) (7). Selon les données de plus de 80 000 participants, la
consommation d’AGn3-LC sous la forme d’une supplémentation ne semble pas associée au risque de mortalité
de toutes causes (RR: 0,92 [IC & 95% 0,92 a 1,01]), mais & un risque plus faible de mortalité cardiovasculaire
comparativement a un témoin ou a une dose plus faible ¢AGn3-LC (RR : 0,94 [IC a 95% 0,88 a4 0,99]) (7). La
consommation d’AGn3-LC sous la forme d'un supplément ne semble pas associée au risque d’évenements
cardiovasculaires (RR : 0,97 [IC & 95% 0,91 a 1,02]), indépendamment de la dose (7). De fagon générale, la
consommation d’AGn3-LC toutes formes confondues serait associée a une diminution du risque d’évenements
coronariens (RR: 0,93 [IC a 95% 0,89 & 0,98]), mais pas au risque de mortalité par maladie coronarienne (RR :
0,93 [IC 2 95% 0,79 & 1,09]) ni au risque d’accident vasculaire cérébral (RR : 1,06 [IC & 95% 0,96 & 1,16]) (7).

Depuis la publication des plus récentes méta-analyses sur le sujet, les résultats de deux études cliniques de
grande envergure sur l'effet de la supplémentation en AGn3-LC sur le risque d’événements cardiovasculaires
ont été publiés. D'abord, I'étude ASCEND (A Study of Cardiovascular Events in Diabetes) menée chez 15 341
participants avec un diabéte de type 2, mais sans maladie cardiovasculaire au départ, a montré qu’une
supplémentation de 840 mg d’AGn3-LC (460 mg d’'EPA + 380 mg de DHA) par jour n’avait pas d’effet sur le
risque d’événements cardiovasculaires comparativement a un témoin d’huile d’olive (rapport de taux : 0,97 [IC
a 95% 0,87 a 1,08]) (145). La supplémentation en AGn3-LC a néanmoins diminué la mortalité par maladie
coronarienne de 19 % (rapport de taux : 0,81 [IC & 95% 0,67 a 0,99]) et par maladie vasculaire de 18% (rapport
de taux : 0,82 [IC & 95% 0,68 & 0,98]) comparativement au témoin (145).

La deuxiéme est I'étude VITAL (The Vitamin D and Omega-3 Trial) qui a été menée chez 25 871 participants
sans maladie cardiovasculaire au départ (146). Les participants ont été assignés de fagon aléatoire a 840 mg
d’AGn3-LC (460 mg d’'EPA + 380 mg de DHA) par jour ou a un témoin d’huile d’olive (146). La supplémentation
en AGn3-LC n’a pas eu d'effet sur le risque d’événements cardiovasculaires (HR : 0,92 [IC & 95% 0,80 & 1,06])
et sur le décés par maladie cardiovasculaire (HR : 0,96 [IC a 95% 0,76 & 1,21]) comparativement au témoin

(146). Toutefois, la supplémentation en AGn3-LC a diminué le risque d'infarctus du myocarde de 28%(HR : 0,72
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[IC 4 95% 0,59 a 0,90]), le risque de revascularisation coronarienne de 22% (HR : 0,78 [IC & 95% 0,63 a 0,95])
et le risque de décés suite & un infarctus du myocarde de 50% (HR : 0,50 [IC & 95% 0,26 & 0,97])
comparativement au témoin (146). Ces deux études montrent qu’a faible dose (< 1 g par jour), la
supplémentation en AGn3-LC pourrait surtout avoir des effets protecteurs sur les événements coronariens en
prévention primaire. Il est important de considérer que ces catégories d'évenements ne représentent pas les
issues principales pour lesquelles ces deux études ont été élaborées. Néanmoins, ces résultats vont dans le
sens des études précédentes qui ont montré qu'une supplémentation en AGn3-LC pourrait prévenir les

évenements coronariens.

Actuellement, deux études cliniques ont observé l'effet d’'une supplémentation en EPA sur le risque
d'événements cardiovasculaires et/ou de mortalité. La premiére est la Japan EPA Lipid Intervention Study
(JELIS) (147) et la deuxieme est I'étude Reduction of Cardiovascular Events with Icosapent Ethyl-Intervention
Trial (REDUCE-IT) (13). Aucune étude n’a encore documenté I'effet d’'une supplémentation en DHA sur le risque
d’événements cardiovasculaires ou de mortalité jusqu’a maintenant. L'étude JELIS est une étude randomisée
contrblée dont I'objectif était d’observer I'effet de I'ajout de 1,8 g d’'EPA par jour (esters d’éthyle, 6 x 300 mg,
pureté de >98%) a un traitement de statine en comparaison avec un traitement de statine seulement chez 18
645 sujets avec une hypercholestérolémie (147). L'ajout d’'EPA a été associé a une diminution de 19% du risque
d’événements coronariens totaux en comparaison avec I'utilisation d’'une statine seule dans cette étude (HR :
0,81 [IC & 95% 0,69 a 0,95]) (147). L'ajout d’EPA n'a pas eu d'effet sur le risque de mortalité par maladie
coronarienne (HR : 0,94 [IC & 95% 0,57 & 1,56]) ni de mortalité de toutes causes (HR : 1,09 [IC 4 95% 0,92 &
1,28]) en comparaison avec la statine seule (147). La réduction du risque d'événements coronariens totaux
semble donc en grande partie due a la diminution du risque d’évenements coronariens n'ayant pas causé la
mort (147). Les auteurs ont également observé que 'effet bénéfique de I'EPA additionné au traitement de statine
était plus important en prévention secondaire qu’'en prévention primaire (147). La diminution de la concentration
du C-LDL était similaire dans les deux groupes a I'étude (-25%) alors que la concentration de triglycérides a
diminué de fagon plus importante dans le groupe EPA comparativement au groupe témoin (A9% et 4%
respectivement, P<0,0001 entre les groupes) (147). Cette observation suggére que la diminution du risque
d’événements cardiovasculaires dans le groupe EPA est indépendante de la diminution des concentrations de
C-LDL. Il est important de noter que cette étude a été menée chez des Japonais dont la consommation de
poisson peut étre jusqu’a cing fois plus élevée qu’en Amérique du Nord et chez qui la maladie coronarienne est

plutdt rare (147, 148). Ces résultats ne peuvent donc pas étre généralisés aux Canadiens.

L’étude REDUCE-IT est une étude randomisée contrélée et a double insu dont 'objectif était d’observer I'effet
d’'une supplémentation de 4 g par jour d’'EPA (esters d’éthyle, 2 x 2 g, pureté de >98%) en comparaison avec

un témoin d’huile minérale chez plus de 8000 participants (5785 en prévention secondaire et 2394 en prévention
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primaire) avec des concentrations sanguines de triglycérides élevées et traités avec une statine (13). Cette
étude a permis d’observer une diminution du risque d’événements cardiovasculaires de 25% (HR : 0,75 [IC &
95% 0,68 & 0,83]) et une diminution du risque de décés par maladie cardiovasculaire de 20% dans le groupe
EPA (HR : 0,80 [IC 95% 0,66 & 0,98]) comparativement au groupe témoin (13). Le risque de décés de toutes
causes était similaire entre les deux groupes a I'étude (HR : 0,87 [IC 95% 0,74 & 1,02]) (13). De fagon similaire
a ce qui a été observé dans I'étude JELIS, I'effet bénéfique de la supplémentation en EPA était plus important
en prévention secondaire qu’en prévention primaire dans cette étude (13). Les auteurs ont observé une plus
grande diminution de la concentration sanguine de triglycérides dans le groupe EPA comparativement au groupe
témoin (-18,3% et +2,2% respectivement ; P<0,001 entre les groupes) (13). lls ont également noté une légere
augmentation de la concentration de C-LDL (+3,1%) dans le groupe EPA (13). Cette augmentation était toutefois
plus faible que celle observée dans le groupe témoin (+10,2% ; P<0.001 entre les groupes) (13). La diminution
du risque cardiovasculaire n’était pas associée aux changements dans les concentrations sanguines de
triglycérides dans le groupe EPA (13). Cette observation supporte 'hypothése qu’en plus de moduler les lipides

sanguins, les AGn3-LC exercent des effets bénéfiques sur la santé cardiovasculaire par d’autres mécanismes.

Plusieurs raisons permettent d’expliquer la disparité entre les résultats ou I'effet neutre des AGn3-LC sur le
risque d'événements cardiovasculaires qui a été rapporté dans les études menées jusqu’a maintenant. Parmi
celles-ci se trouvent entre autres la dose et le type d’AGn3-LC. Les résultats des études JELIS et REDUCE-IT
suggérent que I'EPA et le DHA pourraient avoir des effets différents sur le risque d'événements
cardiovasculaires et de mortalité. De plus, il est important de considérer que lorsqu’ils sont administrés
ensemble, les doses respectives d’EPA et de DHA sont habituellement plus faibles que lorsqu'ils sont
administrés seuls, ce qui peut atténuer leurs effets. Enfin, la variabilité dans la réponse aux AGn3-LC pourrait
également influencer les résultats observés dans les études cliniques qui ont été menées jusqu’a maintenant.
La variabilité dans la réponse au traitement est un concept reconnu en pharmacologie (149) et de plus en plus
rapporté dans la réponse a I'activité physique (150). Quelques équipes de recherche se sont intéressées a la

variabilité dans la réponse aux AGn3-LC jusqu’a maintenant.

2.3.3 Variabilité dans la réponse des triglycérides et du C-LDL a une
supplémentation en acides gras oméga-3

Les AGn3-LC sont reconnus pour réduire les concentrations sanguines de triglycérides. lls pourraient aussi,
dans certains cas, augmenter les concentrations de C-LDL. Or, la réponse des triglycérides et du C-LDL a une
supplémentation en AGn3-LC peut varier de fagon importante d’un individu a l'autre. La figure 2.4 illustre la
variabilité interindividuelle dans la réponse des concentrations sanguines de triglycérides et de C-LDL a une
supplémentation de 3 g d’'EPA + DHA par jour durant six semaines chez 55 hommes en santé avec des

concentrations de C-LDL et de triglycérides élevées (151). Malgré une diminution moyenne observée de 35%
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dans les concentrations de triglycérides, les auteurs ont observé une variation interindividuelle allant de -114%
a +62% (152). Un phénoméne similaire a été observé pour la réponse du C-LDL avec une augmentation

moyenne de 7%, mais une variabilité interindividuelle allant de -49% & +87% (152).
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Figure 2.4 Changement (%) dans les concentrations plasmatiques de C-LDL (bleu) et de triglycérides (rouge)
en réponse a une supplémentation de 3 g par jour d'EPA + DHA durant six semaines chez 55 hommes

Tirée de (152). Chaque point représente un participant et la réponse est triée pour le C-LDL et les triglycérides
afin d'illustrer la variabilité interindividuelle pour chaque marqueur. La ligne pointillée représente le
changement moyen pour chaque marqueur.

Une variabilité similaire dans la réponse des triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC a été observée
dans deux autres études, soit I'étude Fish Oil Intervention and Genotype (FINGEN) et I'étude Fatty Acid Sensor
(FAS) (16). L'étude FAS a été menée afin d'identifier les déterminants de la réponse des triglycérides a six
semaines de supplémentation avec 3 g par jour dAGn3-LC (1,9 a 2,2 g dEPA + 1,1 g de DHA) chez 208
individus en santé (16, 17). Les auteurs ont observé une diminution moyenne de la concentration de triglycérides
d’environ 16% suite a la supplémentation en AGn3-LC en comparaison avec les valeurs de triglycérides au
départ (17). lls ont également observé une augmentation des concentrations de triglycérides chez 28,8% des
participants (16). L'étude FINGEN a été menée afin d'identifier les déterminants dans la réponse des
triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC (0,7 et 1,8 g d’EPA + DHA par jour) durant huit semaines chez
312 individus en santé (15). Les auteurs ont rapporté une augmentation des concentrations de triglycérides
sanguins chez 31% des participants malgré une diminution moyenne d’environ 11% (14). Au meilleur de nos

connaissances, aucune étude n’a observé la variabilit¢ inter- et intra- individuelle a 'EPA et au DHA
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lorsqu’administrés séparément. Certains déterminants de la réponse des triglycérides et du C-LDL a une

supplémentation en AGn3-LC ont été identifiés jusqu’'a maintenant.

Déterminants de la réponse des triglycérides et du C-LDL a une supplémentation en acides gras

oméga-3

Des variations génétiques dans les genes impliqués dans le métabolisme des lipides ont été associées a la
variabilité dans la réponse des triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC. Des variations génétiques
dans les génes du PPAR-« (153, 154), du glycérol-3-phosphate acyltransférase mitochondrial 3 et 4 (GPAM,
GPAT3 et GPAT4) (155), de la fatty acid desaturase 1 (FADS1, qui code pour la A5-désaturase) (16) et des
phospholipases A2 (PLA2) (156) pourraient étre en partie responsables de la variabilité dans la réponse des
triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC. En effet, selon un score de risque génétique calculé a partir
des données de I'étude FAS, les variations génétiques permettraient d’expliquer pres de 50% de la variance
dans la réponse des triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC dans un modéle ajusté pour I'age, le sexe
et I'indice de masse corporelle (157). De fagon intéressante, ce score de risque génétique a également montré
que I'age, le sexe et l'indice de masse corporelle permettaient d’expliquer 0,04%, 0% et 0,21% de la variabilité
dans la réponse des triglycérides respectivement (données non publiées de (157)). De plus, ni I'age, le sexe,
l'indice de masse corporelle et le génotype de I'apo E ont été identifiés comme des déterminants de la réponse
des triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC dans I'étude FAS (17). De fagon similaire, le génotype de
I'apo E ne semblait pas non plus associé a la réponse des triglycérides suite a une supplémentation de 3,7 g
par jour de DHA + 3,3 g par jour d’'EPA chez 38 hommes en santé (158). Rappelons que I'apo E des VLDL
permet entre autres leur clairance au foie (27). La concentration sanguine de triglycérides avant l'intervention a

été identifice comme un déterminant important de la réponse des triglycérides aux AGn3-LC (159).

En ce qui concerne la réponse du C-LDL, le DHA (3,7 g par jour durant quatre semaines), mais pas 'EPA (3,3
g), augmenterait les concentrations sanguines de cholestérol total et de C-LDL chez les individus avec le
génotype de l'apo E4 comparativement au génotype de l'apo E3 et E2 (151, 158). Le génotype E4 semble
également associé a la production de VLDL de petite taille en réponse a une supplémentation en DHA (14).
D’un autre c6té, aucune interaction entre le génotype de I'apo E et I'effet d’'une supplémentation de 0,72 1,8 ¢
d’AGn3-LC par jour n'a été observée dans I'étude FINGEN (15). Des différences en ce qui concerne la dose
d’EPA et de DHA et les caractéristiques des participants a I'étude peuvent en partie expliquer les différences

dans les résultats de ces études.

Jusqu'a maintenant, certaines caractéristiques génotypiques et phénotypiques permettent en partie de prédire
la réponse des triglycérides et du C-LDL a une supplémentation en AGn3-LC. Au meilleur de nos connaissances,

aucune étude n'a été menée afin d'identifier les déterminants de la réponse inter- et intra- individuelle des
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concentrations de triglycérides et de C-LDL a I'EPA et au DHA lorsqu’administrés individuellement. Puisque la
variabilité dans la réponse a 'EPA et au DHA peut en partie influencer I'effet d’'une supplémentation en AGn3-
LC sur le risque cardiovasculaire, des études supplémentaires sont nécessaires afin de mieux caractériser la

réponse a 'EPA et au DHA, ainsi que pour identifier les différents types de répondeurs.

2.3.4 Supplémentation en acides gras oméga-3 chez la population a risque
d’événements cardiovasculaires

Enfin, considérant les effets des AGn3-LC sur le risque d’événements coronariens, 'AHA recommande un
supplément de = 1g par jour en AGn3-LC en prévention secondaire (tableau 2.5). Chez les individus qui
présentent des concentrations de triglycérides élevées (2,3 a 5,6 mmol/L ou 205 a 500 mg/dL) ou trés élevées
(= 5,6 mmol/L ou 500 mg/dL), une supplémentation entre 2 a 4 g d’AGn3-LC par jour est recommandée dans

le but de prévenir un événement cardiovasculaire ou une pancréatite.

Tableau 2.5 Recommandations en suppléments d’acides gras oméga-3 polyinsaturés a longue chaine selon
'AHA

Indication Recommandation

Pour { le risque de mortalité par maladie cardiovasculaire chez ceux qui = 1g EPA+DHA par jour
ont une maladie cardiovasculaire connue

Pour { le risque de mortalité par maladie cardiovasculaire et de 2 1g EPA+DHA par jour
réhospitalisation pour un événement cardiovasculaire aprées un arrét
cardiaque

Pour ¥ les concentrations de triglycérides dans le sang (surtout pour la 2 a4 g EPA+DHA par jour
prévention de pancréatite si des concentrations = 5,6 mmol/L ou 500
mg/dL)

A partir de (118). Traduction libre.

En ce qui concerne les effets secondaires potentiels, la supplémentation en AGn3-LC n’est généralement pas
associée au risque de complications de type hémorragique (RR : 1,06 [IC & 95% 0,78 & 1,41]) et aux problémes
gastro-intestinaux nécessitant une hospitalisation (RR : 1,75 [IC & 95% 0,53 & 5,79]) (7). Concernant les effets
secondaires possibles, les suppléments d’AGn3-LC peuvent augmenter le risque de présenter de la nausée
(RR:1,76 [IC & 95% 1,25 & 2,48]) (7). Les données suggeérent que les suppléments d’AGn3-LC peuvent aussi
entrainer des douleurs abdominales (RR : 1,10 [IC & 95% 1,25 & 2,48]) et de la diarrhée (RR : 1,15 (IC & 95%
0,92 a 1,43]) (7). Néanmoins, la supplémentation en AGn3-LC est habituellement considérée comme un

traitement sécuritaire qui entraine peu d’effets secondaires importants.
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Chapitre 3 Objectifs et hypothéses

L'effet d’'une supplémentation en AGn3-LC sur le risque cardiovasculaire et les mécanismes sous-jacents aux
changements dans les facteurs de risque ne sont pas encore totalement compris. Plusieurs facteurs peuvent
influencer la réponse a une supplémentation en AGn3-LC. D’abord, de plus en plus d’études tendent a montrer
que 'EPA et le DHA exercent des effets différents sur plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire. Ensuite, la
dose d’EPA et de DHA est un déterminant important de la réponse a la supplémentation en AGn3-LC. Enfin,
une variabilité interindividuelle considérable dans la réponse des triglycérides et du C-LDL a été rapportée en
réponse a une supplémentation en AGn3-LC. Toutefois, la variabilité inter- et intra- individuelle a 'EPA et au

DHA, ainsi que les déterminants de la réponse des triglycérides et du C-LDL sont jusqu’a maintenant inconnus.

L'objectif général de ce doctorat était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur le risque
cardiométabolique. Plus spécifiquement, nous avons comparé l'effet de I'EPA et du DHA sur les lipides
sanguins, les biomarqueurs inflammatoires, le métabolisme des lipides, I'expression des génes impliqués dans
le métabolisme des lipides, la variabilité inter- et intra- individuelle dans la réponse des triglycérides et du C-

LDL, ainsi que les déterminants de la réponse aux AGn3-LC.

L’objectif de I'article présenté au chapitre 4 était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur les marqueurs
inflammatoires et les lipides sanguins. L’hypothése était que 2,7 g par jour de DHA a un effet plus important sur
les marqueurs inflammatoires et les lipides sanguins que 2,7 g par jour d’'EPA. Nous avions également émis
I'hypothése que I'EPA induit une réponse plus importante chez les hommes alors que le DHA induit une réponse

plus importante chez les femmes.

L’objectif de I'article présenté au chapitre 5 était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur I'Indice Oméga-

3. L’hypothése était que le DHA augmente I'Indice Oméga-3 de fagon plus importante que I'EPA.

L’objectif de I'article présenté au chapitre 6 était de comparer les effets de I'EPA et du DHA sur le métabolisme
de I'apo B100 et de I'apo ClII, sur la taille des LDL et sur les concentrations sanguines de PCSK9. L’hypothése
était que le DHA induit des changements favorables sur la taille des LDL comparativement a 'EPA, et que 'EPA

et le DHA ont des effets différents sur le métabolisme de I'apo B100 et de 'apo ClI.

L'objectif de l'article présenté au chapitre 7 était de comparer la réponse des triglycérides sanguins a une
supplémentation en EPA et en DHA, ainsi que les prédicteurs de cette réponse. L'hypothése était que le DHA
diminue les triglycérides chez un plus grand nombre d'individus que 'EPA. Nous avions également émis
I'hypothése que les individus présentant une diminution plus importante de triglycérides sont ceux avec des

concentrations de triglycérides plus élevées au départ.
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L'objectif de l'article présenté au chapitre 8 était de comparer la réponse du C-LDL sanguin a une
supplémentation en EPA et en DHA, ainsi que les prédicteurs de cette réponse. L’hypothese était que le DHA
augmente les concentrations de C-LDL chez une plus grande proportion d'individus que 'EPA. Nous avions
également émis I'hypothése que les individus présentant une augmentation plus importante des concentrations

de C-LDL sont ceux avec des concentrations plus élevées de C-LDL au départ.
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Chapitre 4 Comparaison de I'effet de I’'EPA et du
DHA sur les lipides sanguins et les marqueurs
inflammatoires : une étude clinique randomisée, en
chassé-croisé et a double insu

Janie Allaire, Patrick Couture, Myriam Leclerc, Amélie Charest, Johanne Marin, Marie-Claude Lépine, Denis

Talbot, André Tchernof, Benoit Lamarche

L'article présenté dans ce chapitre s'intitule: A randomized, crossover, head-to-head comparison of
eicosapentaenoic acid and docosahexaenoic acid supplementation to reduce inflammation markers in men and
women: the Comparing EPA to DHA (ComparED) Study.

Cet article est publié dans la revue : The American Journal of Clinical Nutrition 2016 Aug;104(2):280-7. Lien
pour accéder a l'article : https://academic.oup.com/ajcn/article/104/2/280/4668547
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Résumé

Jusqu'a maintenant, la majorité des études qui ont observé I'effet des acides gras polyinsaturés oméga-3 a
longue chaine chez les humains ont utilisé des suppléments qui combinent les acides eicosapentaénoique
(EPA) et docosahexaénoique (DHA) en différentes formes et proportions. L'objectif de cette étude était de
comparer les effets de 'EPA et du DHA (sous la forme de triglycérides réestérifiés ; pureté a 90%) sur les
marqueurs inflammatoires (objectif principal) et les lipides sanguins (objectif secondaire) chez des hommes et
des femmes a risque cardiovasculaire. Un devis randomisé contr6lé en chassé-croisé et a double insu a été
utilisé pour répondre a ces objectifs. Un total de 48 hommes et 106 femmes ont été assignés de fagon aléatoire
a une séquence de trois phases expérimentales de 2,7 g par jour d’'EPA, 2,7 g par jour de DHA et 3 g par jour
d’huile de mais a titre de témoin. Chaque phase expérimentale était d'une durée de 10 semaines et les phases
étaient séparées par une période libre de 9 semaines. Comparativement a 'EPA, la supplémentation en DHA a
mené a une diminution plus importante d'interleukine (IL) 18 (-7,0% % 2,8% vs -0,5% % 3,0%, respectivement ;
P =0,01) et & une augmentation plus importante d’adiponectine (3,1% %+ 1,6% vs -1,2% £ 1,7%, respectivement
; P <0,001). L'effet du DHA et de 'EPA sur la CRP (-7,9% % 5,0% vs -1,8% + 6,5%, respectivement ; P = 0,25),
I'L-6 (-12,0% + 7,0% vs -13,4% + 7,0%, respectivement ; P = 0,86) et le facteur de nécrose tumorale alpha (-
14,8% £ 5,1% vs -7,6% + 10,2%, respectivement ; P = 0,63) était similaire. Comparativement a 'EPA, le DHA
a mené a une diminution plus importante des triglycérides (-13,3% % 2,3% vs -11,9% % 2,2%, respectivement ;
P = 0,005) et du ratio cholestérol total sur le cholestérol dans les HDL (-2,5% % 1,3% vs 0,3% % 1,1%,
respectivement ; P = 0,006) et une augmentation plus importante du cholestérol dans les HDL (7,6% % 1,4%
vs -0,7% * 1,1%, respectivement ; P < 0,0001) et du cholestérol dans les LDL (6,9% % 1,8% vs 2,2% % 1,6%,
respectivement ; P = 0,04). L’augmentation du cholestérol dans les LDL avec le DHA comparativement a EPA
était plus importante chez les hommes que chez les femmes (P interaction traitement x sexe = 0.046). Cette
étude a montré que le DHA avait des effets plus importants sur plusieurs facteurs de risque cardiovasculaire
que 'EPA. Des études supplémentaires sont nécessaires afin de comparer si ces différences influencent le

risque d'évenements cardiovasculaires a long terme.
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Abstract

Background: To date, most studies on the anti-inflammatory effects of eicosapentaenoic acid (EPA) and
docosahexaenoic acid (DHA) in humans have used a mixture of the 2 fatty acids in various forms and
proportions. Objectives: We compared the effects of EPA supplementation with those of DHA supplementation
(re-esterified triacylglycerol; 90% pure) on inflammation markers (primary outcome) and blood lipids (secondary
outcome) in men and women at risk of cardiovascular disease. Design: In a double-blind, randomized, crossover,
controlled study, healthy men (n = 48) and women (n = 106) with abdominal obesity and low-grade systemic
inflammation consumed 3 g/d of the following supplements for periods of 10 wk: 1) EPA (2.7 g/d), 2) DHA (2.7
g/d), and 3) corn oil as a control with each supplementation separated by a 9-wk washout period. Primary
analyses assessed the difference in cardiometabolic outcomes between EPA and DHA. Results:
Supplementation with DHA compared with supplementation with EPA led to a greater reduction in interleukin-
18 (IL-18) (-7.0% % 2.8% compared with -0.5% + 3.0%, respectively; P = 0.01) and a greater increase in
adiponectin (3.1% + 1.6% compared with -1.2% + 1.7%, respectively; P < 0.001). Between DHA and EPA,
changes in CRP (-7.9% + 5.0% compared with -1.8% + 6.5%, respectively; P = 0.25), IL-6 (-12.0% £ 7.0%
compared with -13.4% £ 7.0%, respectively; P = 0.86), and tumor necrosis factor-a (-14.8% + 5.1% compared
with -7.6% % 10.2%, respectively; P = 0.63) were NS. DHA compared with EPA led to more pronounced
reductions in triglycerides (-13.3% £ 2.3% compared with -11.9% * 2.2%, respectively; P = 0.005) and the
cholesterol:HDL-cholesterol ratio (-2.5% % 1.3% compared with 0.3% + 1.1%, respectively; P = 0.006) and
greater increases in HDL cholesterol (7.6% + 1.4% compared with -0.7% £ 1.1%, respectively; P < 0.0001) and
LDL cholesterol (6.9% * 1.8% compared with 2.2% * 1.6%, respectively; P = 0.04). The increase in LDL-
cholesterol concentrations for DHA compared with EPA was significant in men but not in women (P-treatment x
sex interaction = 0.046). Conclusions: DHA is more effective than EPA in modulating specific markers of
inflammation as well as blood lipids. Additional studies are needed to determine the effect of a long-term DHA

supplementation per se on cardiovascular disease risk.
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Introduction

Subclinical inflammation is now recognized as a key etiological factor in the development of atherosclerosis
leading to cardiovascular disease (CVD) (1, 2). There is a growing body of literature suggesting that long-chain
omega-3 polyunsaturated fatty acids (LCn-3PUFA), primarily eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) and
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3), may attenuate the pro-inflammatory state associated with obesity and
metabolic syndrome (MetS) (3). In that regard, a number of mechanisms supporting the purported anti-
inflammatory effects of LCn-3PUFA have been proposed. These include inhibition of the pro-inflammatory
nuclear factor kB (NFkB) in various tissues through a series of metabolic cascades involving activation of

peroxisome proliferator activated receptor (PPAR)-y and several other signaling proteins (4).

A recent meta-analysis of randomized controlled trials (RCT) substantiated the anti-inflammatory effect of LCn-
3PUFA supplementation, as evidenced by significant reductions in plasma C-reactive protein (CRP), interleukin
(IL)-6 and tumor necrosis factor (TNF)-a concentrations (5). This analysis was based on data from 68 RCTs and
4601 individuals with or without chronic non-auto-immune diseases such as dyslipidemia, obesity, type 2
diabetes and MetS. The meta-analysis revealed significant research gaps pertaining to the effects of LCn-
3PUFA on inflammation. Most importantly, almost all of the RCTs available so far have either used a mix of EPA
and DHA in various ratios or have investigated only one of the two LCn-3PUFA. This is not a trivial issue
considering that DHA appears to be more potent than EPA in modulating plasma lipid levels (6). Whether EPA
and DHA have similar or different effects on markers of inflammation remains unknown. Other significant
shortcomings include the fact that almost all of the available studies to date were not designed to investigate the
impact of EPA and/or DHA on inflammation as a primary outcome and were also based on sample sizes that
may have been to small to yield robust results. Finally, whether the efficacy of EPA and DHA to modulate
inflammation is influenced by sex remains speculative. Addressing these gaps has important public health
implications, considering that EPA+DHA supplements are broadly and indiscriminately recommended in
American Heart Association guidelines for the management of triglycerides (TG) for coronary heart disease risk

prevention (7).

The Comparing EPA to DHA (ComparED) Study is a double blind, randomized, crossover, controlled study
designed to compare the anti-inflammatory effects of EPA and DHA in individuals with abdominal obesity and
subclinical inflammation. As a secondary objective, we compared the impact of EPA and DHA on plasma lipids
as well as verified if the response to EPA and DHA is similar in men and women. We hypothesized that DHA is
more potent than EPA in modulating inflammatory markers and plasma lipid concentrations. Based on evidence
suggesting that platelet aggregation is more responsive to EPA in men and to DHA in women (8), we also
hypothesized that EPA supplementation induces a greater anti-inflammatory response than DHA in men, while

women are more responsive to supplementation with DHA.
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Subjects and Methods

Study design: This study used a double-blind randomized, controlled crossover design with three treatment
phases: 1- EPA, 2- DHA, 3- control. Each treatment phase had a median duration of 10 weeks. The median
washout time between treatments was 9 weeks. Participants were randomized to one of six treatment sequences
stratified by sex using an in-house computer program. Allocations to treatments were concealed to participants
as well as study coordinators and lab technicians throughout the study. Codes were unconcealed after all primary
statistical analyses were completed. Participants were supplemented with three identical 1 g capsules of >90%
fish oils per day providing: 2.7 g/d EPA, 2.7 g/d DHA and 0 g/d EPA+DHA (3 g of corn oil control). Supplements
were provided by Douglas Laboratories as re-esterified triacylglycerol. Participants were instructed to maintain
a constant body weight during the course of the study. They were also counselled on how to exclude fatty fish
meals (including salmon, tuna, mackerel, and herring), fish-oil supplements, flax products, walnuts, and omega-
3—enriched products during the study. Vitamin supplements and natural health products were allowed at a stable
dose. Alcohol consumption was permitted during the study with intakes not exceeding one or two serving(s) (12-
15 g alcohol) per day, but was forbidden over the four days that preceded blood draws. Subjects were also
instructed to maintain their usual physical activity except for the four days that preceded blood sampling at the

various stages of the study, during which they were asked not to engage in any form of vigorous physical activity.

Study population: The a priori defined eligibility criterion was to have MetS as per the IDF definition (9). However,
this criterion was modified two months into recruitment, due to unforeseen difficulties in achieving the intended
sample size using such criteria (eligibility rate 2.4% on the basis of 170 screens). The eligibility criteria were
modified to having abdominal obesity using the IDF sex specific cut-offs (=80 cm for women, >94 c¢m for men)
(9), in combination with a screening plasma CRP concentration >1 mg/L but <10 mg/L. Subjects had to be
healthy otherwise. These new criteria were consistent with the primary aim of the study, which was to compare
the impact of EPA and DHA supplementation on markers of inflammation. Subjects were recruited at the Institute
of nutrition and functional foods (INAF) via the media (newspaper, radio) and electronic newsletters. Subjects
had to be aged between 18 and 70 years and have stable body weight for at least three months prior to
randomization. Among pre-menopausal women, only those with a regular menstrual cycle for the last three
months (25-35 days) were included. Follicle-stimulating hormone (FSH) measurement was performed when
needed to confirm the premenopausal status (FSH <25 IU/L) (10). Women using contraceptive agents were
eligible. Use of contraceptive agents was documented and adjusted for if required (see below). Evidence
suggests that phases of the menstrual cycle have little effects on markers of inflammation (11) and therefore
collections of samples were not adjusted to menstrual cycle. Exclusion criteria were plasma CRP >10 mg/L at
screening, extreme dyslipidemias such as familial hypercholesterolemia, having a personal history of CVD

(coronary heart disease (CHD), cerebrovascular disease or peripheral arterial disease), taking medications or
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substances known to affect inflammation (e.g. steroids, binging alcohol), and use of LCn-3PUFA supplements
within two months of study onset. Postmenopausal women using hormone replacement therapy at stable dose
were included (12). All participants signed an informed consent document approved by local Ethics Committees
at the beginning of the study and the study protocol was registered March 4, 2013 at ClinicalTrials.gov
(NCT01810003).

Anthropometry: Anthropometric measures including waist and hip circumferences were obtained according to

standardized procedures (13).

Risk factor assessment: Plasma CRP concentrations were measured using the Behring Latex-Enhanced highly
sensitive assay on the Behring Nephelometer BN-100 (Behring Diagnostic, Westwood, MA) and the calibrators
(N Rheumatology Standards SL) provided by the manufacturer as described previously (14). Other pro- and
anti-inflammation markers were measured using commercial ELISA kits for the human form of the cytokine: IL-
6, TNF-a (R&D Systems #HS600B and #HSTAOOD, Minneapolis, MN), IL-18 (MBL International #7620, Woburn,
MA) and adiponectin (B-Bridge International #K1001-1, Santa Clara, CA). Serum total cholesterol (C), TG and
high-density lipoprotein (HDL)-C were assessed on a Roche/Hitachi Modular (Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) according to the manufacturer’s specifications and using proprietary reagents. Plasma low-density
lipoprotein (LDL-C) concentrations were calculated using the Friedewald Equation. Total plasma apolipoprotein
B (apo B) concentrations were measures using the Alerchek (#A70102, Springvale, ME) commercial ELISA kit.
Coefficients of variations for each analyte are shown in Supplemental Table 1. Total C, LDL-C, HDL-C, TG, apo
B, CRP, IL-6 and adiponectin were measured twice on consecutive days at the end of each treatment to reduce
variation and hence increase statistical power. The mean of the two measurements were used in the analyses.
Treatment-specific baseline values were measured once. All personnel involved in the measurements of the

study outcomes were blinded to treatments.

Compliance: Compliance to supplementation was assessed by counting supplements that were returned to
study coordinators. Subjects on any given treatment with a compliance <80% were considered as non-compliant
and therefore excluded from analyses. EPA and DHA content in plasma phospholipids was also used as another
proxy of compliance in a randomly selected subsample of participants (n=30, 15 women and 15 men). The EPA
and DHA content of plasma phospholipids were measured before and after treatments as described previously
(15). The fatty acid composition of plasma phospholipids was expressed as a percentage of all fatty acids.
Concurrent use of medication during the experimental protocol was tracked using checklists. Participants were
asked to notify the physician in charge of the clinical aspects of the study before initiating any medication.

Variations in dietary habits during the intervention was monitored using a validated quantitative web-based food
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frequency questionnaire (web-FFQ) at the end of each treatment phase (16). Usual physical activity was

monitored using a 3-day validated physical activity journal (17).

Sample size calculation: A priori sample size calculations indicated that n=150 would allow us to detect a minimal
difference of 10% in plasma CRP concentrations when comparing any two treatments with a power of 81% and
p<0.01 (two-tailed) (18). CRP was used as the primary outcome measure for sample size calculations because
it is considered a key variable for the assessment of the inflammatory status in clinical practice (19). A 10%
reduction in plasma CRP was considered to be of clinical relevance based on several epidemiological studies
having shown a linear relationship between CRP and risk of CHD (19). Power to detect a significant
treatment*sex interaction was estimated using the GLMPower procedure in SAS with treatment, sex and
treatment*sex as main effects. Based on standard deviation (SD) estimates (35 %) and considering a sample
size of 150 equally distributed evenly between men and women, the power was 80% to detect a significant
treatment*sex interaction (p<0.05) for a reduction in plasma CRP vs. control thatis 10% or greater with treatment
“A” (no change with treatment “B”) in men and 10% or greater change with treatment “B” (no change with
treatment “A) in women. The minimal detectable difference between treatments in plasma CRP within each sex

was 11.5% (power=80%, p<0.05 two-tailed, n=75 in each group).

Statistical analyses: Differences in study outcomes between treatments were assessed using the MIXED
procedure for repeated measures in SAS (v9.4, Cary, NC), with treatment, sex and treatment*sex interaction
(when significant) as fixed effects and subject as the random effect with covariance matrix. In the case of the
CRP analysis per se, missing values were attributed when the mean of the two consecutive post-treatment CRP
values was >10 mg/L. The change vs. the control treatment (post treatment EPA minus control and DHA minus
control) was used as the dependent variable in all analyses as per the a priori defined analytical plan (20). The
comparison of the change vs. control treatment (post treatment EPA minus control vs. DHA minus control) was
calculated by the MIXED procedure and reflects the comparison between EPA and DHA effects directly. Specific
treatment effect was calculated by testing change vs. the control treatment (post treatment EPA minus control
and DHA minus control) to the null hypothesis by the LSMEANS statement in the MIXED procedure. Potential
confounders of the outcome measure response to treatment, mainly obesity/body fat status, age, use of
contraceptive agents (premenopausal women), menopausal status, energy and nutrient intake and sequence of
treatments were considered by integrating interaction terms with the main treatment effect into the MIXED
models. Results from analyses based on the most parsimonious models (i.e. retaining only the variables that
contributed significantly to variations in any given study outcome) are shown. All primary statistical analyses
were undertaken in a blinded fashion, using study codes for each treatment. The skewness in the distribution of
all study outcomes was considered and data were log-transformed when required. Since the MIXED procedure

is robust to missing data, primary analyses were conducted using a MIXED modeling approach without multiple
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imputation for missing data (21). In secondary analyses, data were analysed using an intent-to-treat (ITT)
approach, with multiple imputation of missing data (10% of all missing values). Using the MI procedure in SAS,
we imputed missing variables values 10 times, thereby creating 10 imputed datasets. Statistical modeling from
the 10 imputed database was conducted using the MINIALIZE procedure. Comparisons between treatment
effects vs. control (significant vs. not significant) were similar for all variables in the ITT analysis, with small
differences in the magnitude of the significance of the effects for IL-18 and adiponectin (slightly larger P values
with the ITT approach, see Supplemental Table 2). Hence, only results based on the MIXED modeling approach

are presented.
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Results

Subjects’ baseline characteristics

Figure 1 represents the Consolidated Standards of Reporting Trials (CONSORT) flow diagram of this study (22).
The study was initiated on April 3, 2013 and was completed on June 19, 2015. Of the 173 eligible men and
women, a total of 154 were randomized to treatment sequences, 138 completed at least one treatment phase
and 123 completed all three phases. The characteristics at the screening visit of the 138 subjects included in
the analyses are shown by sex (n=42 for men, n=96 for women) in Table 1. Sixty-three % of women were
postmenopausal, of which 25% were receiving hormonotherapy. Seventy-five percent of pre-menopausal
women were using contraceptive agents. As per the inclusion criteria, all subjects had a high waist circumference
(=94 cm for men and >80 cm for women) and an elevated plasma CRP concentration as a group, but were
healthy otherwise. There was no difference in the baseline characteristics of participants between treatments
(Supplemental Table 3) indicating no residual effects of the previous supplementation phase on the next one on
these outcomes. We found marginal differences concerning dietary intakes of fibers, proteins, EPA and DHA as
well as a significant difference in alcohol consumption between treatments (Supplemental Table 4). Such
differences in nutrient intake had no impact on study outcomes (p>0.05) and thus were not included in the final
MIXED models.

Compliance to treatments and side effects

The mean compliance to supplementation during each treatment phase based on returned capsules was high
(control: 97+£5%; EPA: 97+£6%; DHA: 96+5%) and not significantly different between treatments (Kruskal-Wallis
test, p=0.17). Treatment-specific data of participants with a compliance <80% for each phase (control n=2, EPA
n=1, DHA n=1) were considered as missing in the analyses. The plasma phospholipid fatty acid composition
during the study is detailed in Supplemental Table 5. The phospholipid fatty acid profile tracked well with each
supplementation phases, also reflecting high compliance to treatments. Changes in the plasma phospholipid
concentrations of EPA, DPA and DHA after each treatment were similar between males and females, with the
exception of plasma DPA levels, which were higher among males than among females after EPA
supplementation (2.56+0.11% vs. 2.10£0.07%, p=0.01). There was no difference in the frequency of self-

reported side effects between treatments (Supplemental Table 6).

There was no difference between EPA, DHA and control in post-treatment body mass index, waist
circumference, % of fat and android fat (data not shown). Table 2 presents the absolute change in study
outcomes after EPA and DHA vs. control while Figure 2 depicts treatment-specific changes in relative terms vs.

control.
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Inflammation markers

Compared with control, EPA decreased plasma IL-6 concentrations (-13.4%, Table 2, Figure 2) but had no
significant effect on other inflammation markers. Compared with control, DHA supplementation significantly
decreased plasma CRP (-7.9%), IL-6 (-12.0%), IL-18 (-7.0%) and TNF-a (-14.8%) and increased adiponectin
concentrations (+3.1%). The reduction in plasma IL-18 and the increase in plasma adiponectin concentrations
were significantly greater with DHA than with EPA (p between ADHA and AEPA of 0.002 and <0.001,
respectively). There was no significant treatment*sex interaction in the response of inflammation markers to EPA
and DHA.

Blood lipids

Compared with control, EPA supplementation significantly decreased plasma TG (-11.9%) and increased LDL-
C concentrations (+2.2%) but had no significant impact on other lipid variables (Table 2, Figure 2). On the other
hand, supplementation with DHA compared with control increased total C (+3.8%), LDL-C (+6.9%), total apo B
(+4.5%) and HDL-C (+7.6%) and reduced plasma TG (-13.3%) and the C/HDL-C ratio (-2.5%). Changes vs.
control in plasma LDL-C, HDL-C, TG as well as in the C/HDL-C ratio with DHA were higher in magnitude than
with EPA (Table 2, Figure 2).

Finally, there was a significant treatment*sex interaction (p=0.0455) in the LDL-C response to EPA and DHA
(Figure 3). While DHA supplementation significantly increased LDL-C concentrations in both men and women
compared with control, this increase in LDL-C was significantly greater with DHA than with EPA among men
(12.5% vs. 5.1%) but not among women (4.4% vs. 3.0%).

46



Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study designed specifically to compare head-to-head the impact of
EPA and DHA on inflammation markers as a primary outcome in both men and women. Data suggest that DHA
is more effective than EPA in attenuating systemic inflammation and modulating plasma lipid risk factors in

healthy individuals with abdominal obesity and subclinical systemic inflammation.
LCn-3PUFA and inflammation

The present study addresses key research gaps pertaining to the effect of LCn-3PUFA on inflammation markers.
Previous RCTs on the topic have yielded inconsistent results due to a number of experimental and
methodological factors (5, 23). First and foremost, most of the available RCTs in healthy subjects or at risk for
CVD investigated the impact of LCn-3PUFA on inflammation markers as secondary outcomes, not as primary
outcome. In the meta-analysis by Li et al. (5), only one study provided a head-to-head comparison of EPA and
DHA on inflammation markers among the 68 RCTs reviewed. This study in patients with type-2 diabetes showed
no significant effect of EPA or DHA supplementation (4 g/d for 6 weeks) on CRP, IL-6 and TNF-a concentrations
but was based on a sample of only 25 patients per group (24). Two more recent studies have compared EPA
and DHA directly (<2 g/d), showing no significantimpact on CRP and pro-inflammatory cytokines (25, 26). These
parallel arm studies comprised fewer than 20 subjects per group and were therefore also clearly underpowered
to yield robust results. This emphasizes that studies so far, in almost all cases, were not adequately designed

to investigate inflammation specifically.

In that context, results from this large RCT provide novel and meaningful information. Supplementation with EPA
(2.7 g/d) for 10 weeks decreased plasma IL-6 concentrations but had little effect on other inflammation markers
compared with control. On the other hand, supplementation with DHA (2.7 g/d) for 10 weeks decreased plasma
CRP, IL-6, IL-18 and TNF-a concentrations and increased adiponectin concentrations compared with control.
Variations in plasma IL-18 and adiponectin concentrations with DHA were greater than with EPA. Also of note,
the reduction in plasma CRP concentrations with DHA was almost four-fold greater in magnitude than with EPA,
although this difference did not reach statistical significance. These data confirm the indirect evidence from the
meta-analysis by Li et al. (5), suggesting that the anti-inflammatory effects of LCn-3PUFA seen in earlier studies
may have in fact been attributable to DHA. Results from a meta-analysis of 13 RCTs suggest a modest increase
in plasma adiponectin concentrations with LCn-3PUFA supplementation (27), but our data indicate that this

effect may be attributable more specifically to DHA.

Mendelian randomization studies have indicated that increased plasma CRP levels are unlikely to be even a

modest causal factor for CVD (28). This does not rule out the importance of inflammation in the etiology of
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atherosclerosis and resulting CVD (2). Data from the JUPITER trial has shown that statin-treatment of patients
with low LDL-C levels but with subclinical inflammation (CRP>2 mg/L) was indeed highly effective in reducing
the risk of vascular events, myocardial infarction and stroke (29). Data from the present study indicated that DHA
was effective in reducing plasma concentrations of several inflammation markers (IL-6, IL-18 and TNF-a) in
addition to CRP. IL-18 is expressed in human atheroma where it influences the expression of adhesion
molecules, chemokines, cytokines and matric metalloproteinases. IL-6 is involved in the acute-phase response
by inducing the production of CRP and other inflammatory markers in the liver. Expression of IL-6 is also
stimulated in smooth muscle cells by circulating IL-18 and other cytokines (30). EPA enhances the synthesis of
the E-series resolvins while DHA leads to the production of the D-series resolvins, in addition to enhancing the
synthesis of protectins and maresins, all of which may have different anti-inflammatory properties. While
relatively well characterized in cell and animal models (31), the potentially distinct contributions of resolvins from
EPA and protectins/maresins from DHA on inflammation have not yet been well characterized in vivo in humans
(4, 23).

While a supplementation with a mixture of EPA and DHA may activate the PPARa pathway in both sexes, the
NF-kB pathway appears to be activated in men only (32), suggesting that men and women may respond
differently to EPA and DHA supplementation. Our results are not consistent with a sex-specific anti-inflammatory
response to EPA and DHA.

LCn-3PUFA and plasma lipids

A meta-analysis of RCTs having compared the impact of different doses of EPA and DHA (>96% pure) on blood
lipids has recently been published (6). Among the 21 studies included in this meta-analysis, 10 studies compared
EPA to a control, 17 studies compared DHA to a control and only six studies compared EPA and DHA directly.
Results from our own study are consistent with specific analyses of these six EPA vs. DHA head-to-head
comparison studies in showing significantly greater reduction in plasma TG and significantly greater increases
in plasma LDL-C and HDL-C with DHA than with EPA. The fact that the LDL-C-raising effect of DHA seems to
be more pronounced in men than in women deserves further investigation. Interestingly, we found that the
increase in total plasma apo B after DHA supplementation was half that of LDL-C, which suggests an increase
in LDL particle size with DHA as well (33). This assumption needs to be verified by proper measures of change
in LDL particle size with EPA and DHA.

This study has several strengths but also some limitations that need to be outlined. This is to the best of our
knowledge the largest crossover design study having compared head-to-head the impact of EPA and DHA on
inflammatory markers as a primary outcome. The repeated measures after treatment reduced the intra-individual

variability of the results and hence increased statistical power. The use of corn oil as a control may have blunted
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the impact of EPA and DHA on some of the study outcomes. However, many previous RCTs used various
vegetable oils as a control and to that extent, our study design is similar to previous studies on this topic (5).
Compared to baseline values, corn oil supplementation decreased total C and LDL-C concentrations but had no
effect on other markers in this study (data not shown). Whether plasma levels of EPA and DHA have returned
to baseline values after the washout periods cannot be assessed since they were measured only post treatment
in a subset of participants. However, concentrations of blood lipids and inflammatory markers were similar at
baseline among the three treatments (Supplemental Table 3) and absence of a significant “sequence by
treatment” interaction on study outcomes provide convincing evidence of no residual effects or carryover effects
of a treatment on the subsequent one. The 20% dropout rate is on the high side but remains acceptable for a
crossover study of a total duration of 46 weeks. Also, the number of subjects eligible for statistical analyses was
lower than a priori anticipated but we were able to detect effects sizes that were slightly larger than what we had
expected. Inflammation markers are known to be sensitive to acute immune challenges. However, sensitivity
analyses excluding values higher than the 95e percentile for each risk factor had no impact on the results (not
shown), making the results quite robust. The use of MIXED models vs. an ITT approach for the analysis of data
from RCTs is a controversial issue. Nevertheless, both methods yielded almost identical results, supporting the

robustness of the experimental data.

Data from this carefully controlled RCT indicate that DHA supplementation at a dose of approximately 3 g/d for
10 weeks has more potent anti-inflammatory effects than a similar dose of EPA in men and women at risk for
MetS. These are important new data as most available studies on the anti-inflammatory effects of LCn-3PUFA
have been undertaken using mixtures of various ratios of EPA and DHA. Consistent with previous studies, DHA
is also more potent than EPA in modulating lipid risk factors. The extent to which such differences in the lipid-
lowering and anti-inflammatory effects of EPA and DHA translate into meaningful differences in terms of

cardiovascular risk prevention remains unclear and need to be investigated in the future.
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Tables

Table 4.1 Characteristics at screening of subjects randomized into study (n=138)

Men (n=42) Women (n=96)

Age, years 57+12 50+16
BMI, kg/m” 30 + 4 29+4
Waist circumference, cm 107 £ 10 98+9
SBP, mm HG 118+ 14 110+ 12
DBP, mm HG 77+9 71+£7
Total C, mmol/L 49+0.8 55+£09
LDL-C, mmol/L ' 2.9+0.7 32+0.8
HDL-C, mmol/L 1.3+0.3 1.7+£04
C/HDL-C ratio 40+1.0 35+1.0
TG, mmol/L 1.5+£0.8 1.4+0.7
CRP, mg/L 29+1.9 3.7+£25
Fasting glucose, mmol/L 55+1.0 52+0.8
n with MetS (%) 11 (26) 16 (17)

Data are presented as means + SD unless stated otherwise.
"n =41 in men due to a missing value.

BMI: body mass index; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; MetS: metabolic syndrome; TG:
triglycerides.
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Table 4.2 Changes vs. control in post-treatment inflammation markers and blood lipids with EPA and DHA

P value A EPA vs. A

Control ! A EPA vs. control ! P value 24 ADHA vs. control ! P value 24 DHA 4
Inflammation markers
CRP, mg/L 6 3.02+0.14 -0.05+0.14 0.45 -0.23+0.14 0.02 0.25
IL-6, pmol/L 3 1.61+£0.16 -0.21+0.10 0.03 -0.19£0.10 0.01 0.86
IL-18, pmol/L ° 271.7+12.6 -2.12+6.29 0.38 -18.15 £ 6.25 0.002 0.01
TNF-0, pmol/L * 1.35+0.14 -0.11+0.10 0.10 -0.20 + 0.05 0.01 0.63
Adiponectin, mg/L 3 7.03 £0.46 -0.08 £ 0.12 0.14 0.22+0.12 0.047 <0.001
Blood lipids
Total C, mmol/L 5.16 £0.08 -0.03 £ 0.05 0.62 0.15+0.05 0.001 <0.001
LDL-C, mmol/L 2.99 +0.07 0.07 £ 0.04 0.046 0.16 = 0.04 <0.0001 0.04
HDL-C, mmol/L 1.54 + 0.04 -0.01 +£0.02 0.48 0.11 £0.02 <0.0001 <0.0001
C/HDL-C> 3.55+0.09 0.01 £0.04 0.86 -0.10 £ 0.05 <0.001 0.006
Apo B, g/L3 1.31 +£0.04 0.01 +£0.02 0.46 0.03 +£0.02 0.02 0.16
TG, mmol/L 3 1.38 +0.06 -0.16 + 0.03 <0.0001 -0.25 + 0.04 <0.0001 0.005

Values are unadjusted means + SEM for the control and unadjusted mean change (A) £ SEM vs. control for EPA and DHA.

'n =125 for control, 121 for the EPA and 123 for DHA changes (A) from the control due to missing data.

2 P values for the EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined by the LSMEANS statement in the MIXED models.

3 P values for the comparison between EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined the MIXED models.
4 Adjustment for potential covariates (sex, age, weight, waist circumference, menopausal status, value on control treatment, treatment-specific baseline value,
sequence of treatment as well as nutrient intakes) was considered only when these covariates were found to be significant at P < 0.05 in the MIXED models.
5Log-transformed data were used in these analyses due to skewness of the distributions of post-treatment values.
6n =117 for control, 110 for the EPA and n=111 for DHA changes (A) from the control due to exclusions because CRP >10 after treatment phase.

Apo B: apolipoprotein B; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; HDL: high-density lipoprotein; IL:
interleukin; LDL: low-density lipoprotein; TNF: tumor necrosis factor; TG: triglycerides.
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Supplemental Table 4.1 Methods used to assess each cardiometabolic variable and coefficients of variations

Coefficient of variations

Variable Method Inter-assay (%) ! Biological (%) 2
CRP Nephelometry 33 16.2
IL-6 ELISA 7.8 18.3
TNF-a, ELISA 8.3 ND
IL-18 ELISA 7.5 ND
Adiponectin ELISA 52 9.2
Total C Nephelometry 2.0 3.6
LDL-C Calculated 3 - 4.9
HDL-C Nephelometry 3.0 4.0
Apo B ELISA 8.0 7.3
TG Nephelometry 3.5 11.7

' Based on the manufacturer's data.

2 Mean biological variation calculated based two consecutive measures at the end of each treatment. Data from all treatments have been combined. There is no
difference in biological variations between treatments (not shown).

3 Calculated using the Friedewald equation.

Apo B: apolipoprotein B; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; HDL: high-density lipoprotein; IL: interleukin; LDL: low-density lipoprotein; ND: not determined;
TNF: tumor necrosis factor; TG: triglycerides.

57



Supplemental Table 4.2 Difference in change of Omega-3 Index (O3I) after EPA and DHA supplementation, vs. control in men and women (%)

A EPA vs. control P value 24 A DHA vs. control P value >4 P value 3
Inflammation markers
CRP, mg/L >° -0.09 £0.15 0.14 -0.28 £0.14 0.01 0.42
IL-6, pmol/L 5 -0.24+0.10 0.009 -0.23 £ 0.04 0.003 0.76
IL-18, pmol/L 3 4.57+7.41 0.56 -13.22+7.16 0.15 0.049
TNF-a, pmol/L 3 -0.12 +0.09 0.09 -0.20+ 0.05 0.006 0.62
Adiponectin, mg/L> -0.13+0.16 0.14 0.15+0.15 0.48 0.03
Blood lipids
Total C, mmol/L -0.03+0.04 0.50 0.16 £ 0.04 <0.001 <0.0001
LDL-C, mmol/L 0.07 £ 0.04 0.044 0.17 £ 0.04 <0.0001 0.02
HDL-C, mmol/L -0.02 +0.02 0.39 0.11+£0.02 <0.0001 <0.0001
Apo B, g/L? 0.00+0.02 0.77 0.04 + 0.02 0.02 0.077
TG, mmol/L 3 -0.19 + 0.03 <0.0001 -0.24 + 0.03 <0.0001 0.03

Values are unadjusted means + SEM for the control and unadjusted mean change (A) £ SEM vs. control for EPA and DHA. Using the MI procedure in SAS, we
imputed missing variables values 10 times, thereby creating 10 imputed datasets. Statistical modeling from the 10 imputed database was conducted using the
MINIALIZE procedure in SAS.

'n =138 for the EPA and DHA changes (A) from the control.

2 P values for the EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined by the LSMEANS statement in the MIXED models.

3 P values for the comparison between EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined the MIXED models.

4 Adjustment for potential covariates (sex, age, weight, waist circumference, menopausal status, value on control treatment, treatment-specific baseline value,
sequence of treatment as well as nutrient intakes) was considered only when these covariates were found to be significant at P < 0.05 in the MIXED models.
5Log-transformed data were used in these analyses due to skewness of the distributions of post-treatment values.

6283 observations (out of 2720) were excluded because CRP >10 mg/L after treatment phase.

Apo B: apolipoprotein B; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; HDL: high-density lipoprotein; IL:
interleukin; LDL: low-density lipoprotein; TNF: tumor necrosis factor; TG: triglycerides.
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Supplemental Table 4.3 Comparison of treatment-specific baseline values

Control ! EPA'! DHA ! P value ?
Waist circumference, cm 100.4+10.3 100.6 £11.0 100.7 £ 11.7 0.57
BMI, kg/m? 293+4.1 293+43 294+44 0.45
SBP,mmHg 1159+12.1 1153+134 116.2+13.2 0.69
DBP, mmHg 70.0+9.2 69.7 + 8.3 70.1 £9.6 0.87
Total C, mmol/L 3 529+ 0.95 5.25+0.91 5.24 +0.87 0.55
LDL-C, mmol/L 3 3.12+0.80 3.07+0.80 3.05+0.78 0.25
HDL-C, mmol/L 3 1.55+0.41 1.57 £ 0.54 1.54 £ 0.40 0.76
C/HDL-C 3*# 3.61 £1.03 3.76 £ 1.69 3.61 +£1.00 0.35
Apo B, g/L 4 1.34 £ 0.40 1.38+0.44 1.35+0.41 0.63
TG, mmol/L 34 1.34 £ 0.62 1.45+0.88 1.41 £0.63 0.13
CRP, mg/L 43 3.40+2.70 5.09 + 13.08 3.99 £ 3.69 0.58
IL-6, pmol/L * 1.64 £2.72 3.51 +£20.78 1.78 £ 2.11 0.24
IL-18, pmol/L * 269.7 + 146.4 274.1+143.8 271.8+139.0 0.94
TNF-a, pmol/L # 1.20 + 0.80 1.47 £2.55 1.28 £1.02 0.49
Adiponectin, mg/L # 7.16 + 5.48 6.97 + 5.48 7.02+5.16 0.35

"n =125, 128 and 133 for control, EPA and DHA respectively.
2 P values for the comparison between AEPA and ADHA, as determined by MIXED models.

3n =127 for EPA, due to missing value for one subject.

4 Analyses were performed on log-transformed data to normalize the skewed distribution.
5n =124 for control, due to missing value for one subject.

Apo B: apolipoprotein B; BMI: body mass index; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; HDL: high-

density lipoprotein; IL: interleukin; LDL: low-density lipoprotein; TNF: tumor necrosis factor; TG: triglycerides.
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Supplemental Table 4.4 Self-reported food intakes of subjects during each treatment phase

Control ! EPA ! DHA'! P value 2

Energy, kCal 2374 + 867 2316 + 925 2407 + 864 0.37
Carbohydrates, % of energy 484+ 7.5 484+ 6.6 48.1+7.2 0.42

Fibers, g 29.1+11.9 277 +11.7 293+ 13.4 0.05
Proteins, % of energy 16.8+2.7 17.3+3.0 172+ 2.6 0.06
Proteins, g 97.8 +34.7 98.9 +38.9 101.9 £ 35.7 0.30
Fat, % of energy 354+ 6.6 352+59 355+ 6.0 0.71
SFA, % of energy 12.1+3.0 124+ 3.3 123+2.8 0.30
MUFA, % of energy 143+ 3.1 14.0+2.7 142+29 0.48
PUFA, % of energy 6.4+1.38 6.2+1.6 6.2+1.6 0.46

EPA, mg 3 212+ 17.9 18.4 £ 16.2 23.3+25.8 0.05

DHA,mg 3 108.5+93.1 95.8+89.1 1153+127.9  0.07
Alcohol, % of energy 25+2.7 2.14+£22 22+28 0.09
Alcohol, g3 82+ 8.9 6.7+7.1 7.8+11.2 0.02

Daily food intakes were assessed by a validated web-based, self-administered food-frequency questionnaire as outlined in the methods’ section. Data are
presented as means * SD.

"n =108, 110 and 114 for the control, EPA and DHA respectively due to missing data.
2 P values for the comparison between control, EPA and DHA, as determined by MIXED models.
3 Analyses were performed on log-transformed data to normalize the skewed distribution.

DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acids; PUFA: polyunsaturated fatty acids; SFA: saturated fatty acids.

60



Supplemental Table 4.5 Plasma phospholipid fatty acid composition after supplementation with control, EPA and DHA for 10 weeks

% of fatty acids

Control! EPA ! DHA'! P value 2
Total SFA 44.45+1.11 45.05+1.06 44.83+£0.94 0.04
Myristic acid, 14:0 0.37+0.09 0.40+£0.08 0.36+£0.09 0.22
Pentadecanoic acid, 15:0 0.20+0.04 0.20+0.03 0.20+0.05 0.48
Palmitic acid, 16:0 26.37+1.41 26.54+1.75 26.63+1.45 0.41
Heptadecanoic acid, 17:0 0.38+0.05 0.39+0.05 0.40+0.07 0.065
Stearic acid, 18:0 13.62+1.29 13.92+1.38 13.49+1.10 0.02
Total cis-MUFA 12.90+0.94 12.47+0.90 12.52+1.01 0.04
Oleic acid, 18:1 n9 8.30+0.75 7.93+0.81 7.97+0.87 0.046
Total trans-MUFA 0.10+0.09 0.14+0.14 0.11+0.09 0.47
Total cis-PUFA n6 3429+1.48 28.01+2.15 28.86+1.89 <0.0001
Linoleic acid, 18:2 n6 19.76 £2.08 16.76 +2.07 18.00+1.83 <0.0001
Arachidonic acid, 20:4 n6 10.62+1.55 8.56+0.98 7.87+1.02 <0.0001
Total cis-PUFA n3 5.84+0.92 11.92+2.40 11.13+1.56 <0.0001
Alpha-linoleic acid, 18:3 n3 0.24+0.08 0.21+0.07 0.22+0.08 0.29
EPA,20:5n3 1.09+0.33 6.01+1.95 2.1+£0.61 <0.0001
Docosapentaenoic acid, 22:5n3 0.94+0.23 2.24+0.54 0.58+0.12 <0.0001
DHA,22:6 n3 3.45+0.58 3.32+0.47 8.08+1.30 <0.0001

Values are means + SD. Total % does not add up to 100% because not all fatty acids are shown in this table.

' n = 30 for control, EPA and DHA.

2P values for the comparison between control, EPA and DHA, as determined by MIXED models.
DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acids; n3: omega-3; n6: omega-6; PUFA: polyunsaturated fatty acids;

SFA: saturated fatty acids.
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Supplemental Table 4.6 Self-reported side effects during control, EPA and DHA supplementation

Side effect Cno?‘;r)' ;) ! nE(I:Q) 1?(}}2) P value!
Headache 21 (17) 26 (20) 25 (19) 0.76
Anxiety 28 (22) 26 (20) 27 (20) 0.90
Tiredness 23 (18) 26 (20) 26 (20) 0.93
Negative thoughts 15 (12) 9(7) 10 (8) 0.31
Loss of balance 19 (15) 19 (15) 10 (8) 0.11
Pain in the joints 27 (22) 17 (14) 26 (20) 0.27
Fast heart beat 18 (14) 15 (12) 18 (14) 0.81
Decreased appetite 17 (14) 25 (20) 15 (11) 0.15
Abdominal/stomach pain 24 (19) 22 (17) 23 (18) 0.89
Nausea 15 (12) 20 (16) 13 (10) 0.34
Vomiting 4 (3) 8 (6) 5(4) 0.46
Constipation 18 (14) 28 (22) 29 (22) 0.22
Diarrhea 27 (22) 31 (24) 33 (25) 0.85

N and % of subjects who reported an increase in the frequency of symptoms during each phase.

' Determined by the Chi-Square test.

DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid.
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Figures

Eligible after telephone
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Eligible
n=173

screening
Declined n =55 n =345
* Because of time %}/
commitment s
Clinical nent
n =290 Excluded n =117

*CRP <1mg/L:81
* Waist < 80 or 94 cm: 23
* Health problems: 13

Declined n =19
* Chose not to participate

Randomization Drop outn =35
n=154 * Health problems : 5
* Health conditions : 9
* No longer available: 17
*Non compliant:
- Control: 2
Completion -EPA: 1
Control =125 -DHA: 1
EPA =128
DHA =133

Figure 4.1 CONSORT chart of study subjects

After a telephone screening of 786 subjects, 451 did not meet inclusion criteria. Out of 345 subjects eligible, 55
declined because of time commitment and 290 underwent a clinical assessment. Out of 173 eligible subjects,
154 were randomized. Completion rate varies by phases because of the randomized crossover nature of the

study.
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Figure 4.2 Changes vs. control in post-treatment inflammation markers and blood lipids with EPA and
DHA

Values are mean £ SEM. * P <0.05 for the treatment-specific effect vs. control for AEPA and ADHA,
corresponding to the ones shown in Table 2 and determined by MIXED models. n = 121 for the EPA and 123
for DHA changes (A)from the control due to missing data. n = 110 for the EPA and n=111 for DHA changes
(A) from the control due to exclusions because CRP >10 after treatment phase. Apo B: apolipoprotein B; C:
cholesterol; CRP: C-reactive protein; DHA: docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; HDL: high-
density lipoprotein; IL: interleukin; LDL: low-density lipoprotein; TNF: tumor necrosis factor; TG: triglycerides.
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Figure 4.3 Changes vs. control in post-treatment LDL-C with EPA and DHA by sex

Values are mean £ SEM. * P <0.05 for the treatment-specific effect vs. control for EPA and DHA as determined
by MIXED models. n = 36 for the EPA and 37 for DHA changes (A) from the control for men and n = 88 for the

EPA and 89 for DHA changes (A)from the control for women due to missing data. C: cholesterol; DHA:

docosahexaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; LDL: low-density lipoprotein.
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Chapitre 5 Comparaison de I'effet de I’'EPA et du
DHA sur I'indice Oméga-3

Janie Allaire, William S Harris, Cécile Vors, Amélie Charest, Johanne Marin, Kristina Harris Jackson, André

Tchernof, Patrick Couture, Benoit Lamarche

L'article présenté dans ce chapitre s'intitule: Supplementation with high-dose docosahexaenoic acid increases

the Omega-3 Index more than high-dose eicosapentaenoic acid.

Cet article est publié dans la revue : Prostaglandins, Leukotrienes & Essential Fatty Acids. 2017 May;120:8-14.
Lien pour accéder a l'article : https:/linkinghub.elsevier.com/retrieve/pii/S0952-3278(17)30030-3.
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Résumé

L’objectif de cette étude était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur I'lndice Oméga-3 chez des hommes
et des femmes avec une obésité abdominale et une inflammation systémique de bas grade. Un devis randomisé
contr6lé en chassé-croisé et a double insu a été utilisé pour répondre a ces objectifs. Un total de 48 hommes et
106 femmes ont été assignés de fagon aléatoire a une séquence de trois phases expérimentales de 2,7 g par
jour d’EPA, 2,7 g par jour de DHA et 3 g par jour d’huile de mais a titre de témoin. Chaque phase expérimentale
était d'une durée de 10 semaines et les phases étaient séparées par une période libre de 9 semaines. Dans
cette étude, la supplémentation en DHA a mené a une augmentation plus importante de I'indice Oméga-3 que
'EPA (+5,6% pour le DHA comparativement au témoin, P<0,0001 et +3.3% pour 'EPA comparativement au
témoin, P<0,0001 ; DHA vs EPA, P<0,0001). Cet effet différentiel de 'EPA et du DHA sur I'lndice Oméga-3 et
I'impact de cette différence sur le risque d’événements cardiovasculaires a long terme mérite d’étre étudié dans

de futures études cliniques de grande envergure.
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Abstract

Background: The objective of this study was to compare the effects of EPA and DHA supplementation on the
Omega-3 Index (O3l) in men and women with abdominal obesity and subclinical inflammation. Methods: In a
double-blind controlled crossover study, 48 men and 106 women were randomized to a sequence of three
treatment phases: 1- 2.7 g/d of EPA, 2- 2.7 g/d of DHA, and 3- 3 g/d of corn oil. The 10-week treatment phases
were separated by nine-week washouts. Results: The increase in the O3l after DHA (+5.6% vs. control,
P<0.0001) was significantly greater than after EPA (+3.3% vs. control, P<0.0001; DHA vs. EPA, P<0.0001).
Conclusions: The increase in the O3l is greater with high dose DHA than with high dose EPA. The extent to
which such differences between EPA and DHA in increasing the O3l relates to long-term cardiovascular risk

needs to be investigated in the future.
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Introduction

Considerable research has been conducted to determine the association between long-chain polyunsaturated
omega-3 fatty acids (LCn3-PUFAs) consumption and cardiovascular risk. LCn3-PUFAs modulate a variety of
cardiometabolic risk factors such as blood lipids, blood pressure, thrombosis and inflammation.! Fatty fish and
supplements, often combining eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids (EPA and DHA), are the main
dietary sources of LCn3-PUFAs. There is emerging evidence suggesting that EPA and DHA exert different
effects on blood lipids and inflammation markers.2® However, such evidence is limited, most studies to date
having assessed these effects using a mixture of EPA and DHA in different forms and proportions. Little is known
with regard to the specific effects of EPA and DHA on metabolic pathways and biological processes underlying

cardiometabolic health in humans.

The fatty acid composition of cell membranes influences their physico-chemical properties and, ultimately, organ
functions."* The Omega-3 Index (O3l), which is calculated as the relative content of red blood cell (RBC)
membranes as EPA plus DHA, reflects the phospholipid LCn3-PUFA composition of major organs,* including
cardiac tissue.*5 A high 03I (8-12%) has been associated with a lower risk of coronary heart disease (CHD) and
coronary mortality in epidemiological studies.®” Supplementation with EPA+DHA is recommended by various
health agencies including the American Heart Association for secondary CHD prevention or management of
plasma triglycerides (TG).2 Yet, whether EPA and DHA have distinct effect on the O3l is currently unknown.
Considering that the O3l is modifiable by diet,5 studies are required to compare the effects of different LCn3-

PUFAs on this promising clinical tool for the management of diet-related CHD risk.

The objective of this study was to compare the effects of high doses of re-esterified EPA and DHA on the O3l
using a randomized double-blind controlled crossover study design, in men and women with abdominal obesity
and subclinical inflammation. We hypothesized that the O3l increases more with DHA than with EPA. Based on
previous studies of fatty acid metabolism in men and women,® we also hypothesized that the increase in the 03I

with both EPA and DHA is greater among women than among men.
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Patients and Methods

Study design: This analysis is based on data from a double-blind randomized, controlled crossover study with
three treatment phases (1- EPA, 2- DHA and 3- corn oil as control), for which the primary outcome was the
change in C-reactive concentrations (CRP) concentrations. Details of the study design and results of primary
analyses have been published previously.'? Briefly, each treatment phase had a median duration of 10 weeks
and were separated by a nine-week washout. Randomization of participants to one of six treatment sequences
was performed using an in-house computer program and was stratified by sex. Participants were supplemented
with three identical 1 g capsules of >90% purified LCn3-PUFA per day providing either 2.7 g/d EPA or 2.7 g/d
DHA. Corn oil was used as a control (0 g/d EPA+DHA). LCn3-PUFA supplements were formulated as re-
esterified TG and provided by Douglas Laboratories. Participants were instructed to maintain a constant body
weight during the course of the study. They were also counseled on how to exclude fatty fish (including salmon,
tuna, mackerel, and herring), other LCn3-PUFA supplements, flax products, walnuts, and LCn3-PUFA-enriched

products during the three study phases.

Study population: Primary eligibility criteria were to have abdominal obesity based on the International Diabetes
Federation sex specific cut-offs (=80 cm for women, >94 c¢m for men)!" in combination with a screening plasma
CRP concentration >1 mg/L but <10 mg/L. Subjects had to be otherwise healthy. Adult subjects (18 and 70 years
of age) were recruited at the Institute of Nutrition and Functional Foods (INAF). Body weight had to be stable for
at least three months prior to randomization. Exclusion criteria were plasma CRP >10 mg/L at screening,
extreme dyslipidemias such as familial hypercholesterolemia, having a personal history of cardiovascular
diseases (CVD) (CHD, cerebrovascular disease or peripheral arterial disease), taking medications or substances
known to affect inflammation (e.g. steroids, binging alcohol), and use of LCn3-PUFA supplements within two
months of study onset. All participants signed an informed consent document approved by local Ethics
Committees at the beginning of the study and the study protocol was registered March 4, 2013 at
ClinicalTrials.gov (NCT01810003).

Anthropometry: Anthropometric measures including waist and hip circumferences were obtained according to
standardized procedures.’? Body composition was measured by Dual-energy X-ray absorptiometry (GE
Healthcare, Madison, WI).

Dietary habits: Food intakes during each phase was monitored using a validated quantitative web-based, self-

administered food frequency questionnaire at the end of each treatment phase.'3

Risk factor assessment: Serum total cholesterol (C), TG and high-density lipoprotein (HDL)-C were assessed

on a Roche/Hitachi Modular (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) according to the manufacturer's
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specifications and using proprietary reagents. Plasma low-density lipoprotein (LDL)-C concentrations were
calculated using the Friedewald Equation. Total C, LDL-C, HDL-C and TG were measured twice on consecutive
days at the end of each treatment. The mean of the two measurements were used in the analyses. Treatment-
specific baseline values were measured once. All personnel involved in the measurements of the study
outcomes were blinded to treatments. Metabolic syndrome (MetS) was defined using the International Diabetes

Federation criteria.!

RBC membrane fatty acids measurements: RBC membrane fatty acid composition was measured at baseline
and at the end of each treatment phase. RBC membrane was analyzed by OmegaQuant Analytics, LLC, (Sioux
Falls, South Dakota, United States) according to the Omega-3 Index® methodology as modified from Harris et
al." Fatty acid methyl esters were generated from erythrocytes by transesterification with boron trifluoride and
analyzed by gas chromatography. Fatty acids were identified by comparison with a standard mixture of fatty
acids characteristics of RBCs. Each fatty acid is expressed as a weight percent of total identified fatty acids after
a response factor correction (based on calibration curves) was applied to each fatty acid. The O3l represents
the sum of EPA and DHA expressed as a percent of total RBC fatty acids." The RBC composition at baseline
and after each phase is presented in Supplemental Table 1. Baseline RBC composition for men and women is

presented in Supplemental Table 2.

Gene expression of polyunsaturated fatty acid metabolism: Fasting fresh blood was collected in PAXgene Blood
RNA tubes (Becton Dickinson, Canada) after each treatment in a subsample of 44 randomly selected
participants for gene expression analyses. RNA was isolated using a PAXgene RNA-kit according to
manufacturer’s instructions (Qiagen, Canada). Quantity of total RNA was measured using a NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) and total RNA quality was assayed on an
Agilent BioAnalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Reverse transcription was performed
on 1.5-2 g total RNA. ¢cDNA corresponding to 20 ng of total RNA was used to perform fluorescent-based
Realtime PCR quantification using the LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, DE). The genes targeted
were ELOVL fatty acid elongase 2 and 5 (ELOVL2 and ELOVL5) and fatty acid desaturases, delta-5 and delta-
6 (FADS1 and FADS2). Sequence primers and gene description are available in the Supplemental Table 3.
Values were normalized to expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH).

Statistical analyses: Differences in RBC membrane fatty acid composition between treatments were assessed
using the MIXED procedure for repeated measures in SAS (v9.3, Cary, NC), with treatment as fixed effect and
a compound symmetry or autoregressive covariance matrix to account for within-subject correlations. The

change vs. the control treatment (post treatment EPA minus control and post treatment DHA minus control) was
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used as the dependent variable in all analyses.® To be included in the analyses, subjects had to have completed
the control phase plus at least one of the two treatment phases. Using this approach, the main treatment effect
in the models reflected the direct comparison of EPA and DHA. Adjustment for multiple comparisons was not
necessary as the main treatment effect had only two levels. In the same model, the change vs. control for each
treatment was tested against the null hypothesis by the LSMEANS statement in the MIXED procedure. Potential
confounders of the outcome measure response to treatment, mainly body mass index, age, sex, energy intake
were added to models and results from analyses based on the most parsimonious models (i.e. retaining only
the variables that contributed significantly to variations in any given study outcome) are shown. We considered
sex, sequence of treatments and baseline values interaction by adding interaction terms with the main treatment
effect into the model statement in the MIXED procedure. The skewness in the distribution of model residuals
was considered and data were log-transformed when required. Correlations were tested using Pearson’s

correlations coefficients.
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Results

Subjects’ characteristics: Of the 173 eligible men and women, 154 were randomized to treatment sequences.
Characteristics of the 154 randomized participants at screening are shown by sex in Table 1. A total of 123
participants have completed both the DHA and the control phases, and 121 participants have completed both

the EPA and the control phases.

Fatty acid composition of RBC membranes: Figure 1 shows the individual O3! response to EPA and DHA
supplementation. The O3l increased with EPA and DHA in all but one participant. Self-reported compliance for
this participant was high (93%). Both EPA (+3.3%, P<0.0001) and DHA supplementation (+5.6%, P<0.0001)
significantly increased the O3l in RBC membranes compared with control (Table 2). DHA led to a greater
increase in the O3l than EPA in all participants (Figure 1). Thus, the increase in the O3l with DHA was
significantly greater than with EPA (P<0.0001). The correlation between the change in O3 with EPA and with
DHA (vs. control) was r=0.65 (P<0.0001). DPA levels in RBC increased after EPA (+2.5%, P<0.0001) but
decreased after DHA (-0.8%, P<0.0001) compared with control (EPA vs. DHA, P<0.0001, Table 2).

The increase in O3 was not statistically different between men and women after EPA (+3.1% and +3.4%
respectively) and after DHA (+5.7% and +5.6% respectively) (Figure 2). However, the difference between DHA
and EPA in increasing the O3l tended to be higher in men than in women (+2.6% vs. +2.2% respectively, P for
the treatment-by-sex interaction = 0.054). This apparent difference between men and women was independent
of baseline EPA (P=0.11) and DHA (P=0.19) levels as well as of the baseline 03| (P=0.12, not shown).

The change in the O3l was inversely correlated with the corresponding change in TG after both EPA and DHA
(r=-0.21, P=0.017 and r=-0.24, P=0.0076 respectively) and correlated positively with the change in LDL-C after
DHA only (r=0.19, P=0.039 for DHA and r=-0.02, P=0.86 for EPA). Changes in the O3l with EPA and DHA did
not correlate significantly with changes in other biomarkers, including inflammation markers. Finally, there was

no carryover effect of any treatment on the O3I (not shown).

Gene expression of polyunsaturated fatty acid metabolism: There was no significant difference in the expression
of ELOVL2 and ELOVL5 and FADS1 and FADS2 in whole blood cells between EPA and DHA (Table 3). EPA
supplementation increased the expression of ELOVL2 by 24% compared with control (P=0.0084).
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Discussion
A high O3, which reflects a relatively high content of EPA and DHA in the membranes of RBCs, has been

associated with a lower risk of CHD and mortality in observational studies.5” While there is emerging evidence
suggesting that DHA may be more potent than EPA in modifying cardiometabolic risk,2? their respective impacts
on the O3l have not been thoroughly examined. To the best of our knowledge, this is the first randomized double-
blind controlled crossover trial to show that the increase in O3l is significantly greater after supplementation with
high dose DHA (2.7 g/d) than with a comparable dose of EPA.

Grimsgaard et al.”® found in a parallel study that the increase in serum phospholipid EPA (+4.7%) was greater
after supplementation with 3.8 g/d of ethyl ester EPA for 7 weeks than the corresponding increase of serum
phospholipid DHA (+3.2%) after a supplementation of with 3.6 g/d of ethyl ester DHA. More recently, Tsunoda
et al'” have shown than the increase in EPA (+1.9%) in peripheral blood mononuclear cells after
supplementation with 1.8 g/d of EPA compared to an olive oil control was similar to the corresponding increase
in DHA (+2.0%) after 1.8 g/d of DHA supplementation. Authors of these two studies did not report the changes
in O3I with EPA and DHA supplementation. Our data further indicated that the relative content of DPA in RBC
was increased after EPA and reduced after DHA compared with control. This is consistent with results from
Tsunoda et al."” This increase in DPA levels after supplementation with EPA was also consistent with the
observed increase in the expression of ELOVLZ2, which catalyzes the elongation of EPA to DPA. Since DPA is
not accounted for in the calculation of the O3I, “disappearance” of EPA in RBC through in vivo elongation to
DPA does in large part explain the smaller increase in O3 with EPA compared with DHA in our study. In fact,
an index based on the sum of EPA, DPA and DHA in RBCs would have increased more after high dose
supplementation with EPA than after supplementation with a corresponding dose of DHA (+5.8% vs. +4.8%

respectively, P<0.0001, not shown).

Levels of DPA in RBCs have been inversely associated with TG and CRP concentrations in healthy adults
following supplementation with LCn3-PUFAs (EPA+DPA+DHA)," suggesting that DPA may also be partly
responsible for some of the biological and cardioprotective effects attributed to LCn3-PUFA.' Lower levels of
DPA in serum or plasma have been associated with greater risk of acute myocardial infarction,? total mortality,?!
cardiovascular mortality?' and nonfatal myocardial infarction.22 DPA concentrations in different tissues (total
plasma lipids, plasma or RBC phospholipids and adipose tissue) have also been inversely associated with fatal
coronary heart disease in a recent meta-analysis of 19 epidemiological studies (total N=45,637).23 On the other
hand, data from the present study indicate that the correlation between the 031 based on EPA and DHA and the
sum of EPA+DPA+DHA in RBC is 0.97 after DHA supplementation, 0.93 after EPA supplementation and 0.92
after the control (not shown, P<0.0001 for all). Such strong correlations suggest little added contribution of DPA

to the predictive value of the O3I. Consistent with this, addition of DPA did not significantly improve the mortality
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risk prediction of the O3l in the Women’s Health Initiative Memory Study.?* Although a growing body of evidence
suggests that DPA may be a highly bioactive compound, studies are needed to dissect out its contribution to
CHD risk from that of EPA and DHA, which are also strongly correlated with CHD risk.2

ELOVL and FADS are the enzymes responsible of the elongation of EPA to DPA and DPA to DHA. Grimsgaard
et al.'® estimated the change in the activities of the FADS1 and FADS2 after seven weeks of DHA (3.6 g/d), EPA
(3.8 g/d) or corn oil (4 g/d) supplementation, using ratios of phospholipid fatty acids proportions in serum.
Estimated FADS2 activity was increased while estimated FADS1 activity was decreased after DHA
supplementation compared with baseline. Supplementation with EPA increased estimated FADS1 activity but
had no impact on FADS2 activity compared with baseline.' In our study, supplementation with high dose EPA
or DHA had no significant impact on either FADS1 or FADS2 gene expression in whole blood cells compared
with the control corn oil treatment. It is not entirely surprising that estimated FADS1/2 activities based on fatty
acids ratios and analysis of gene expression of these enzymes in whole blood cells yielded inconsistent results
among existing studies, considering the complex relationship with actual activities of the corresponding

enzymes.

EPA levels in RBC increased significantly after high dose supplementation with DHA. This is consistent with
data having demonstrated a dose-dependent relationship between EPA levels in blood and the dose of
supplemented DHA, which most likely attributable to retro-conversion of DHA into EPA.2 The fatty acid content
of RBC are expressed as a relative weight of all identified fatty acids. It is therefore difficult to assess if the
reduction in the proportion of DPA after DHA supplementation is due to further retro-conversion to EPA, or to an

increase in the proportion of other fatty acids.

In vivo conversion rate of ALA to EPA and to DHA is estimated at 8-20% and 0.5-9% respectively,? with higher
rates among women of reproductive age than among men.® The regulatory effect of estrogens combined with a
lower muscle mass may result in a smaller proportion of ALA being channelled towards beta-oxidation in women,
and thus a greater proportion of ALA being converted into EPA and DHA.® This suggests potential sex-
dependent difference in the response to dietary LCn3-PUFA. While the effects EPA and DHA supplementation
on DPA and DHA levels were similar among men and women in the present study (not shown), women
compared with men accumulated more EPA in their RBC after supplementation with EPA (+4.0% vs. +3.5%,
respectively, P=0.0002, not shown). Our study further showed that the increase in the 03| with EPA and DHA
tended to be higher in men than in women. Self-reported fish consumption and compliance were similar between
men and women (not shown) and thus differences in the O3 response to EPA and DHA are unlikely to be

explained by these factors. This apparent sex-dependent difference in the response to EPA and DHA
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supplementation and consequences in terms of cardiovascular risk in men and women needs further

investigation.

Albert et al.” have shown that men in the top quartile of the whole blood EPA+DPA+DHA distribution in the
Physicians’ Health Study (corresponding to an average O3l of 6.9%)% had a 90% lower risk of sudden cardiac
death than men in the lowest quartile (corresponding to an average O3l of 3.8%)°. In the present study, the O3|
after DHA was 2.3% greater than after EPA supplementation. Data from epidemiological studies would therefore
suggest a greater benefit of DHA compared with EPA on risk of CVD.'02829 However, the greater increase in
LDL-C concentrations with high dose DHA compared to EPA also needs to be factored in when assessing the
impact of LCn3-PUFA on CVD risk.%0 We have shown that the reduction in serum TG, interleukin-18 and the
total cholesterol/HDL-C ratio, as well as the increase in serum HDL-C, adiponectin and LDL-C were significantly
more important after high dose supplementation with DHA than after EPA supplementation.’® The extent to
which the greater improvements in inflammation markers and in HDL-C with DHA compared with EPA
counterbalances the potential risk associated with higher LDL-C is uncertain.® While changes in the 03I
predicted concurrent changes in TG after both DHA and EPA, this was not the case for the change in LDL-C,
which correlated with changes in the O3l only after DHA. Correlation analyses also revealed that the change in
the O3l was a poor predictor of the response of other cardiometabolic risk factors to EPA and DHA. Very few
studies thus far have assessed and compared the individual contributions of EPA and DHA to the association
between the 031 and CVD risk, as well as to its overall predictive value. Additional intervention studies are
therefore needed to determine potential benefits of a long term DHA vs. EPA supplementation on the O3l as it

relates to cardiovascular outcomes.

Our use of a crossover study design had many advantages including attenuation of residual confounding and
increase in statistical power. The large sample size of this carefully controlled randomized trial also provided
power to detect small changes in RBC composition. The composition of RBCs tracked well with each
supplementation phase, reflecting high compliance to treatments and high quality data. One risk of crossover
design studies pertains to potential carryover effects of treatments. However, we found no evidence of carryover
effects on changes in the O3l after EPA and DHA supplementation, indicating that washout plus intervention
periods were of sufficient duration to eliminate the effect of preceding treatments (data not shown). The effects
of EPA and DHA on the O3l were compared to 3 g of corn oil as control, which slightly decreased EPA and DPA
relative content in RBC (-0.07% and -0.11% respectively, P<0.05, not shown), but had no effect on DHA content
(+0.15%, P=0.16, not shown) and on the 03! (+0.01%, P=0.66, not shown) compared with baseline. Most
previous controlled studies on LCn3-PUFA have also used low doses of vegetable oils as a control and to that

extent, our study design is similar to previous ones on this topic.?
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Conclusions

Data from this randomized double-blind crossover study shows that the increase in the O3l is numerically greater
after supplementation for 10 weeks with 2.7 g/d of DHA than after 2.7 g/d of EPA. This difference may simply
reflect the fact that a proportion of EPA is elongated into DPA, which is not included in the O3I calculation. Data
also suggested that the O3l may increase slightly more in men than in women after DHA supplementation.
Additional studies are needed to better understand how such differences in the net change in Q3| after

supplementation with high dose DHA compared with EPA relate to the risk of cardiovascular outcomes.
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Tables

Table 5.1 Characteristics at screening of subjects randomized into the study (n=154)

Men (n=48) Women (n=106)

Age, years 57 £ 12 50 £ 16
BMI, kg/m? 30 £ 4 29 + 4
Waist circumference, cm 107 £+ 10 98 = 9
Total C, mmol/L 49 + 0.7 55 £ 09
LDL-C, mmol/L! 3.0 £ 0.7 32 + 08
HDL-C, mmol/L 1.3 £ 03 1.7 £ 04
C/HDL-C ratio 40 + 0.9 35 £ 1.0
TG, mmol/L 1.5 £ 0.8 14 + 0.7
n with MetS (%) 25(12) 17 (19)

Data are presented as means * SD unless stated otherwise.
'n =47 in men due to a missing value.

BMI: body mass index; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; HDL: high-density lipoprotein; LDL: low-density
lipoprotein; MetS: metabolic syndrome; TG: triglycerides.
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Table 5.2 Changes in proportions of fatty acids in red blood cell after EPA and DHA supplementation, vs. control

Control Change with Change with P-value
% of total FA EPA vs. control! DHA vs. control! EPA vs. DHA?

Total SFA 40.13 £ 0.07 +0.16 + 0.04%* +0.12 + 0.06* 0.56
Myristic acid, 14:0 0.28 = 0.01 +0.01 += 0.01 -0.02 + 0.01%** <0.001
Palmitic acid, 16:0 21.77 £ 0.10 +0.10 £+ 0.05* +0.22 + 0.05%** 0.038
Stearic acid, 18:0 17.04 + 0.08 +0.04 £ 0.05 -0.09 + 0.05* 0.020
Total cissMUFA 16.27 £ 0.09 -0.20 £ 0.05%** -035 = 0.06%** <0.01
Oleic acid, 18:1,n9 1492 + 0.08 -0.11 + 0.05* -0.26 = 0.05%** <0.01
Total trans-MUFA 0.69 = 0.01 +0.00 = 0.01 -0.02 + 0.01* 0.016
Total PUFA né 33.56 £ 0.13 -5.75 £ 0.14%** -4.54 £ 0.11%*** <0.0001
Linoleic acid, 18:2n6 11.79 £ 0.13 -1.55 £ 0.08*** -0.71 £ 0.08%** <0.0001
Arachidonic acid, 20:4n6 1553 £ 0.11 -2.56 £ 0.08%** -239 + 0.08* 0.016
Total PUFA n3 9.36 = 0.11 +5.79 £ 0.14%%** +4.78 + 0.11*** <.0001
Alpha-linoleic acid, 18:3n3 0.18 + 0.00 -0.01 £ 0.00** -0.01 + 0.00 0.48
EPA,20:5n3 0.89 + 0.02 +3.93 £ 0.09%*%** +0.61 + 0.03%** <0.0001
DPA, 22:5n3 294 + 0.04 +2.50 £ 0.05%** -0.81 + 0.04%** <0.0001
DHA, 22:6n3 535 + 0.09 -0.63 £ 0.09%** +4.99 + 0.11%** <0.0001
Omega-3 Index 6.23 £ 0.10 +3.30 £ 0.12%%** +5.60 + 0.12%** <0.0001

Data are presented as means = SEM. Total % does not add up to 100% because not all individual fatty acids are shown in this table.

' P values for the EPA and DHA change vs. the control treatment, as determined by the LSMEANS statement and tested against the null hypothesis in the mixed
models. * P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001. N = 123 for DHA, 121 for EPA, 125 for control.

2 Main treatment P values for the comparison between EPA and DHA change vs. control, as determined by the main treatment effect in the mixed models. The mixed
model for the main effect comparing AEPA and ADHA is based on n=123 observations, with AEPA data excluded for 2 participants, due to low compliance.

Covariates (sex, age, self-reported energy intake and baseline fatty acid proportions in red blood cells) was included in the mixed models only when they were found
to be significant at P < 0.05 in the mixed models.

DHA : docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA : eicosapentaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA : polyunsaturated fatty acid;
SFA: saturated fatty acid.
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Table 5.3 Gene expression after EPA and DHA supplementation, vs. control (N=44)

Gene expression
P-value P-value

P-value EPA EPA vs. EPA vs.
Gene Control AEPA vs. control vs. control ADHA vs. control control! DHA?
FADSI1 4458 £ 17.0 -15.3 + 14.7 0.33 -16.6 £ 15.8 0.29 0.92
FADS23 1026.5 £ 114.5 214 £ 469 0.36 5.0 £ 40.5 0.52 0.76
ELOVL23 133 £ 1.3 +3.1 £ 1.7 0.0084 +24 + 1.8 0.21 0.23
ELOVL5 9701.5 + 281.3 +491.4 + 357.4 0.11 +423.6 £+ 297.4 0.17 0.85

For each gene, expression is presented as no. of copies of mMRNA normalized for the expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase. Values are expressed as means £ SEM. Bold indicates P<0.01.

' P values for the EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined by the LSMEANS statement and tested against the null hypothesis in the
mixed models.

2 Main treatment P values for the comparison between EPA and DHA change vs. the control in the outcome, as determined by the main treatment effect in the mixed
models.

3Log-transformed data were used in these analyses due to skewness of the distributions of post-treatment values.

Adjustment for potential covariates (sex, age, energy intake and baseline fatty acid proportions) was considered only when these covariates were found to be
significant at P < 0.05 in the mixed models.

ELOVL2: ELOVL fatty acid elongase 2; ELOVL5: ELOVL fatty acid elongase 5; FADS1: fatty acids desaturase 2 or delta-5 fatty acids desaturase; FADS2: fatty acids
desaturase 2 or delta-6 fatty acids desaturase; GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase.
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Supplemental Table 5.1 Proportions of fatty acids in RBC at baseline and after control, EPA and DHA phases

% of total fatty acids

Baseline Control EPA DHA
Total SFA 40.17 = 0.07 40.13 + 0.07 40.32 + 0.07 40.27 + 0.07
Mpyristic acid, 14:0 0.28 £ 0.01 0.28 £+ 0.01 0.29 £ 0.01 0.27 £ 0.01
Palmiticacid, 16:0 21.72 + 0.09 21.77 £ 0.10 21.88 + 0.10 21.99 + 0.09
Stearicacid, 18:0 17.14 £+ 0.07 17.04 + 0.08 17.10 £ 0.08 16.95 + 0.08
Total cis-MUFA 16.28 £+ 0.08 16.27 £ 0.09 16.08 + 0.09 15.99 + 0.09
Oleic acid, 18:1,n9  14.95 + 0.08 14.92 + 0.08 14.83 + 0.08 14.74 + 0.08
Total trans-MUFA 0.71 = 0.01 0.69 = 0.01 0.70 = 0.01 0.68 + 0.01
Total PUFA n6 3346 + 0.14 33.56 £ 0.13 27.84 + 0.16 29.09 + 0.13
Linoleicacid, 18:2n6  11.27 £+ 0.12 11.79 £ 0.13 10.26 + 0.11 11.08 = 0.13
Arachidonic acid, 20:4n6  15.81 + 0.11 15.53 £ 0.11 13.00 £ 0.12 13.16 £ 0.11
Total PUFA n3 9.39 £ 0.12 936 + 0.11 15.05 £ 0.16 13.99 £ 0.14
Alpha-linoleic acid, 18:3n3 0.18 = 0.00 0.18 = 0.00 0.17 £ 0.00 0.17 £ 0.00
EPA,20:5n3 0.96 + 0.03 0.89 + 0.02 475 £+ 0.10 1.47 £ 0.03
Docosapentaenoic acid,22:5 n3 3.05 = 0.04 294 + 0.04 5.42 £+ 0.06 2.13 = 0.03
DHA, 22:6 n3 5.19 £ 0.08 535 £ 0.09 471 £ 0.07 10.21 £ 0.12
Omega-3 Index 6.15 £ 0.10 6.23 £ 0.10 9.46 + 0.13 11.69 £ 0.14

Data are presented as means = SEM. Total % does not add up to 100% because not all individual fatty acids are shown in this table. DHA : docosahexaenoic acid;
DPA: docosapentaenoic acid; EPA : eicosapentaenoic acid; MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA : polyunsaturated fatty acid; SFA: saturated fatty acid
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Supplemental Table 5.2 Baseline proportions of fatty acids in RBC for men and women (% of total fatty
acids)

Men ‘Women
(n=42) (n=96)
Total SFA 4029 £ 074 4012 = 091
Myristic acid, 14:0 026 + 0.08 028 £+ 0.09
Palmiticacid, 16:0 2151 + 0.79 21.81 £ 1.08
Stearic acid, 18:0 1751 = 0.67 1698 + 0.83

Total cis-MUFA 16.51 1.18 16.18 £ 0.87
Oleicacid, 18:1,n9 1524 + 1.11 14.82 + 0.82

H

Total trans-MUFA 070 £ 0.15 071 £ 0.11
Total PUFA n6 3347 + 154 3346 £ 1.61
Linoleicacid, 182n6 11.32 + 1.50 1125 £ 132

Arachidonic acid, 20:4n6 1564 + 134 1589 + 126

Total PUFA n3 9.04 £ 1.18 954 £ 143
Alpha-linoleic acid, 18:3n3  0.18 + 0.05 0.18 + 0.04

EPA, 20:5n3 090 = 0.22 098 £ 035

Docosapentaenoic acid,22:5n3  3.08 + 040 304 £ 047

DHA, 22:6 n3 487 + 096 534 + 096

Omega-3 Index 577 £ 0.01 632 + 1.17

Data are presented as means + SD. Total % does not add up to 100% because not all individual fatty acids are
shown in this table. DHA : docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA : eicosapentaenoic acid;
MUFA: monounsaturated fatty acid; PUFA : polyunsaturated fatty acid; SFA: saturated fatty acid.
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Supplemental Table 5.3 Sequence primers and gene descriptions

SS;;E | Description GenBank (S:j)e) Prlslflj;,eé];:; ce

Homo sapiens fatty acid CACCCAGCTCCAGGEC

FADSI desaturase 1 NM 013402 140 ACATG/GCACCAGGGGA
GCCACTTTGT

Homo sapiens fatty acid GCCTTTGTCCTTGCTAC

FADS2 desaturase 2 NM_ 004265 234  CTCTC/GCCCAGAACAA
ACACGTGCAG

. GGGGCTGTGGATAGGA

ELOVL2 231?2121222: f(LEOLVOLVng)y NM 017770 135 TTGTTC/AACGGGCAGC
CAGATTTGTAC

. CGCACCGCAGGAGAAT

ELOVLS E&?Zlcs;p;:: f(LEOLVOLVfEt;)y NM 021814 151 CAGAT/TCGAGGCATGG
TGGTAGACGT

Homo sapiens glyceraldehyde- GGCTCTCCAGAACATCA

GAPDH 73 ohate dehydrogenase  \M_002046 194 TCCCT/ACGCCTGCTTCA
CCACCTTCTT

ELOVL2; ELOVL fatty acid elongase 2 ; ELOVL5: ELOVL fatty acid elongase 5; FADS1: fatty acids desaturase
2 or delta-5 fatty acids desaturase; FADS2: fatty acids desaturase 2 or delta-6 fatty acids desaturase.

89



Figures
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Figure 5.1 Individual variation in changes of the Omega-3 Index (O3l) after EPA and DHA
supplementation, vs. control

Each bar represents the change (%) in the O3I after EPA or DHA supplementation for one study participant.
Data are sorted to show the range of variation and both EPA (grey) and DHA (black) are presented in the same
column for one subject. The Q3| increased more with DHA than with EPA in all individuals. Data of two

participants were not presented here because having both completed the DHA phase only.
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Interaction P = 0.054
EPA

HEDHA

2.6 %

A 03I, vs. control (%)

Men Women

Figure 5.2 Difference in change of Omega-3 Index (O3l) after EPA and DHA supplementation, vs.
control in men and women (%)

Values are means = SEM. * P <0.0001 for the treatment-specific effect vs. control for AEPA and ADHA. The
increase in O3l was higher after DHA than after EPA supplementation for both men and women. We found no

difference between men and women response to EPA and DHA supplementation.
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Chapitre 6 Comparaison de ’EPA et du DHA sur le
métabolisme de I’apo B100, de I’apo CIll des VLDL,
sur la taille des LDL et sur PCSK9

Janie Allaire, Cécile Vors, André J Tremblay, Johanne Marin, Amélie Charest, André Tchernof, Patrick Couture,

Benoit Lamarche

L’article présenté dans ce chapitre s'intitule: High-dose DHA has more profound effects on LDL-related features
than high-dose EPA: The ComparED study

Cet article est publié dans la revue : The Journal of Clinical Endocrinology & Metabolism. 2018 Aug
1;103(8):2909-2917.  Lien pour accéder a [larticle : https://academic.oup.com/jcem/article-
lookup/doi/10.1210/jc.2017-02745
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Résumé

La supplémentation en DHA augmente de fagon plus importante les concentrations sériques de C-LDL que
I'EPA. Les mécanismes sous-jacents a ces différences sont actuellement inconnus. L'objectif de cette étude
était de comparer les effets de 'EPA et du DHA sur les changements phénotypiques des LDL et le métabolisme
de l'apolipoprotéine B100 et Clll chez des hommes et des femmes a risque cardiovasculaire. Un total de 48
hommes et 106 femmes ont été assignés de fagon aléatoire a une séquence de trois phases expérimentales de
2,7 g par jour d'EPA, 2,7 g par jour de DHA et 3 g par jour d’huile de mais a titre de témoin. Chaque phase
expérimentale était d’'une durée de 10 semaines et les phases étaient séparées par une période libre de 9
semaines. Des études in vivo de la cinétique des lipoprotéines avec bolus et une infusion constante
d'isotopomére de leucine tri-deutérée (D3-Leucine) ont été menées dans un sous-échantillon de participants
(n=19). Comparativement a 'EPA, le DHA a augmenté la taille moyenne des LDL (+0,7 A, P<0,001) et a diminué
la proportion des LDL de petite taille (-3,2%, P<0,01). L'EPA et le DHA ont diminué les concentrations de
proprotéine convertase subtilisine/kexine de type 9 de fagon similaire (-18,2% vs -25,0% respectivement,
P<0,0001 comparativement au témoin). Comparativement a 'EPA, le DHA a augmenté le taux de production
(+9,4%, P=0,03) ainsi que taux de catabolisme fractionnel (+11,4%, P=0,008) de I'apo B-100 des LDL. Cette
étude a montré qu’une supplémentation de 2,7¢g par jour de DHA augmente le métabolisme des LDL et contribue
a la production de LDL de plus grande taille comparativement a 2,7 g par jour d’'EPA. Des études

supplémentaires sont nécessaires pour comprendre les mécanismes qui sous-tendent ces effets.
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Abstract

Context: Supplementation with high dose of docosahexaenoic acid (DHA) increases serum LDL-cholesterol (C)
concentrations more than high dose eicosapentaenoic acid (EPA). Mechanisms underlying this difference are
unknown. Objective: To examine the phenotypic change in LDL and mechanisms responsible for the differential
LDL-C response to EPA and DHA supplementation in men and women at risk for cardiovascular disease.
Design, setting, participants and intervention: In a double-blind controlled crossover study, 48 men and 106
women with abdominal obesity and subclinical inflammation were randomized to a sequence of three treatment
phases: 1- 2.7 g/d of EPA, 2- 2.7 g/d of DHA, and 3- 3 g/d of corn oil. All supplements were provided as 3x1 g
capsules for a total of 3 g/d. The 10-week treatment phases were separated by nine-week washouts. Main
outcome measure: In vivo kinetics of apolipoprotein (apo) B-100-containing lipoproteins were assessed using
primed-constant infusion of deuterated leucine at the end of each treatment in a subset of participants (n=19).
Results: Compared with EPA, DHA increased LDL-C concentrations (+3.3%, P=0.038) and mean LDL particle
size (+0.7 A, P<0.001) and reduced the proportion of small LDL (-3.2%, P<0.01). Both EPA and DHA decreased
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 concentrations similarly (-18.2% vs. -25.0%, P<0.0001 vs. control).
Compared with EPA, DHA supplementation increased both LDL apo B-100 fractional catabolic rate (+11.4%,
P=0.008) and production rate (+9.4%, P=0.03). Conclusions: This study shows for the first time that
supplementation with high-dose DHA increases LDL turnover and contributes to larger LDL particles compared
with high-dose EPA.
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Introduction

Despite having favorable effects on serum triglyceride (TG) concentrations, cardiac arrhythmia, platelet
aggregation, heart rate, blood pressure and inflammation,! the extent to which long-chain omega-3 fatty acid
(LCn3-PUFA) supplementation prevents cardiovascular disease (CVD) remains controversial.2 The inconsistent
effect of LCn3-PUFAs supplementation on CVD risk may be due to the fact that docosahexaenoic acid (DHA)
and eicosapentaenoic acid are also known to increase LDL-cholesterol (C) concentrations.! The extent to which
different LCn3-PUFAs have distinct effects on CVD risk also remains questionable as previous studies have
shown that DHA is more potent than EPA in modulating cardiovascular risk factors, including raising LDL-C
concentrations.# To our knowledge, no study has yet examined how DHA and EPA influence the mechanisms
underlying their differential impact on several LDL features including on LDL-C concentrations, and hence on
CVD risk.

It is stressed that the cholesterol content of LDL represents only one of several features of this complex
lipoprotein, which is heterogeneous in size, charge and protein content.58 Different immunochemically-defined
LDL subclasses are thought to have distinct metabolism and atherogenecity.8 Specifically, small and dense LDL
(sdLDL) consists largely of apolipoprotein (apo) CllI containing lipoproteins that originate from the remodeling in
plasma of apo ClII rich VLDL.” SALDL have also been consistently associated with an increased risk of
developing CVD, independent of LDL-C concentrations.8 Data from a limited number of trials have suggested
that unlike EPA, high-dose DHA increases LDL particle size.? In other studies, LCn3-PUFAs supplementation (4
g/d) in hypertriglyceridemic men had no significant impact on features of the LDL size phenotype, but this may
have been due to the fact that DHA and EPA were given in combination.'®'! Although the clinical relevance of
potential differences between DHA and EPA in modulating LDL particle size is unclear, data suggest that both

LCn3-PUFA may differentially influence LDL metabolism.

Previous studies have investigated the effect of LCn3-PUFAs-rich diet or supplementation on the kinetic of apo
B-100-containing lipoproteins. Ooi et al.'? have shown that a high-fish diet providing 1.23 g/d of EPA and DHA
reduced TG-rich lipoprotein (TRL) apo B-100 concentration and production rate (PR) compared with a low-fish
diet in elderly men and women with moderate hyperlipidemia. They have also shown that the high-fish diet
decreased TRL apo B-100 direct catabolism, rechannelling TRL towards conversion into LDL, hence increasing
LDL PR. These data have been reproduced in other studies that have used fish oils as supplements.317
Proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) regulates cholesterol metabolism by degrading cellular
LDL-receptors, hence blunting the clearance of LDL from the circulation.® Interestingly, LCn3-PUFAs have been
shown to decrease PCSK9 concentrations in several studies,'®2 which should in theory be associated with

increased LDL clearance and hence, reduced serum LDL-C. To our knowledge, no study has yet compared the
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impact of high-dose supplementation with DHA and with EPA on the kinetics of apo B-100-containing lipoproteins

and PCSK9 as key determinants of LDL-C concentrations.

The objective of this study was therefore to examine the mechanisms underlying the differential effect of DHA
and EPA supplementation on LDL features including LDL-C concentrations in men and women at risk for
cardiovascular disease. Specifically, we compared the impact of high doses of DHA and of EPA on the
intravascular kinetics of apo B-100-containing lipoproteins, VLDL apo C-lll, LDL particle size distribution and
PCSKO levels. We hypothesized that DHA has favorable effects on LDL size features compared to EPA, and
that changes in intravascular kinetics of LDL are also different between DHA and EPA, thereby partly explaining

the different effect of the two LCn3-PUFA on serum LDL-C concentrations.
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Material and Methods
Study design: Details of the study design have been previously published.* Briefly, this study used a double-

blind randomized, controlled crossover design with three treatment phases: 1- DHA, 2- EPA, 3- corn oil as
control. Each treatment phase had a median duration of 10 weeks separated by nine-week washouts.
Participants were randomized to one of six treatment sequences and were supplemented with three identical 1
g capsules of >90% purified LCn3-PUFA per day providing either 2.7 g/d DHA or 2.7 g/d EPA. Corn oil was used
as a control (0 g/d DHA+EPA). LCn3-PUFA supplements were formulated as re-esterified TG and provided by
Douglas Laboratories. Participants were instructed to maintain a constant body weight during the course of the
study and were counseled on how to exclude fatty fish (including salmon, tuna, mackerel, and herring), other
LCn3-PUFA supplements, flax products, walnuts, and LCn3-PUFA-enriched products during the three study
phases. The primary outcome of the study was the change in C-reactive protein (CRP) with DHA and EPA.* All
participants signed an informed consent document approved by local Ethics Committees at the beginning of the
study and the study protocol was registered at ClinicalTrials.gov (NCT01810003) on March 4, 2013.

Study population: Primary eligibility criteria were to have abdominal obesity based on the International
Diabetes Federation sex specific cut-offs (>80 cm for women, >94 cm for men)?' in combination with a screening
plasma CRP concentration >1 mg/L but <10 mg/L. Subjects had to be otherwise healthy. Adult subjects (18 and
70 years of age) were recruited at the Institute of Nutrition and Functional Foods (INAF). Body weight had to be
stable for at least three months prior to randomization. Exclusion criteria were plasma CRP >10 mg/L at
screening, extreme dyslipidemias such as familial hypercholesterolemia, having a personal history of CVD
(coronary heart disease, cerebrovascular disease or peripheral arterial disease), taking medications or
substances known to affect inflammation (e.g. steroids, binging alcohol), and use of LCn3-PUFA supplements

within two months of study onset. Individuals on lipid-lowering drugs for more than 1 month were eligible.

Anthropometry: Anthropometric measures including waist and hip circumferences were measured according
to standardized procedures before and after each study phase.?2 Body weight was measured before each kinetic

protocol.

Compliance: Compliance to supplementation was assessed by counting supplements that were returned to
study coordinators by participants.* DHA and EPA content in red blood cells was also used as another proxy of

compliance in all participants.?

Laboratory Analyses: Blood samples were collected after a 12-h overnight fast on two consecutive days at the
end of each treatment phase. The mean of the two measurements were used in the analyses for LDL features

and blood glucose. Total apo B100, apo Clll and PCSK9 and insulin concentrations were measured once after
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each treatment phase. Serum Total apo B100, apo ClIl and PCSK9 concentrations were measured using the
commercial ELISA kits from Alerchek Inc. (#A70102, Springvale, ME, USA), Assaypro LLC (#EA8133-1, St-
Charles, MO, USA) and CircuLex (#CY-8079, Nagano, Japan) respectively. Serum LDL-C concentrations were
calculated using the Friedewald Equation. Non-denaturing 2%-16% polyacrylamide gradient gel electrophoresis
was used to characterize various features of the LDL particle size phenotype,* including LDL peak particle size
and mean LDL particle size as well as the proportion of LDL in the various size categories. Fasting blood glucose
levels were measured by colorimetry and insulin concentrations by electrochemiluminescence (Roche
Diagnostics, Indianapolis, IN, USA). Finally, homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR)
was measured using the formula developed by Matthews et al.25 All personnel involved in the measurements of

the study outcomes were blinded to treatments.

Experimental protocol for In Vivo Stable Isotope Kinetics: Kinetic studies using primed-constant infusion of
deuterated leucine were performed at the end of each treatment in a sub-sample of participants. Participants in
the kinetic studies were recruited as part of the general recruitment process in the project, until an N of 20 was
reached. The participants underwent a primed-constant infusion of L-[5,5,5-D3] leucine while kept in a constant
fed state to determine the kinetics of apo B100. Starting at 07:00h, the subjects received one small standardized
snack every half hour for 15h, each containing 1/30" of their estimate daily food intake, based on the Harris-
Benedict equation?, with 15% of calories from proteins, 45% from carbohydrates and 40% from fat. Snacks
were the same for each treatment. At 10:00h, with two intravenous lines in place (one for the infusate and one
for blood sampling), L-[5,5,5-D3] leucine (10 pmol/kg body weight) was injected as an intravenous bolus and
then by continuous infusion (10 pumol/kg body weight per hour) over a 12-h period. Blood samples (24 ml) were
collected at 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 11 and 12 h. See online data supplements for sample processing,

laboratory measurements, analysis of lipoprotein PR and fractional catabolic rate (FCR).

Statistical analyses: Differences between treatments were assessed using the MIXED procedure for repeated
measures, with treatment as fixed effect and a compound symmetry matrix to account for within-subject
correlations (SAS, v9.4, Cary, NC). The change versus the control treatment (post treatment DHA minus control
and EPA minus control) was used as the dependent variable in all analyses. The main treatment effect in the
mixed models reflected the direct comparison of DHA and EPA, and was considered the primary analysis.
Adjustment for multiple comparisons was not necessary as the main treatment effect had only two levels (DHA
and EPA). In the same model and as secondary analyses, the change vs. control for each treatment was tested
against the null hypothesis by the LSMEANS statement. The skewness in the distribution of model residuals
was considered and data were log-transformed when required. Wilcoxon signed-rank tests were also performed
to test for the difference in the change from control after DHA and EPA supplementation with similar results as

generated by the mixed models (data not shown). Spearman’s coefficient correlations among changes in apo
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B100- and apo Clll-containing lipoprotein kinetic parameters, PCSK9 levels, LDL-C, LDL-apo B100 and LDL

size were computed.
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Results

Data from one participant who was sick during the first kinetic study test were excluded from analyses. Baseline
characteristics of the 19 participants who completed at least one kinetic sub-study and of the participants of the
whole sample who completed at least one study phase are presented in Table 1. Characteristics of the sub-
sample were similar to those of the whole group, with the exception that there were proportionally more females
in the kinetic sub-study. Among participants of the kinetic sub-study, one participant completed only one phase
and two participants completed two study phases. The mean compliance based on the returned capsules was
> 95% for all study phases (not shown). Among the 154 participants randomized to treatment sequences, 12
participants were taking statins. None were taking other lipid lowering drugs. Pharmacotherapy remained
unchanged in all participants throughout the study in this crossover trial. None of the kinetic sub-study
participants were taking lipid-lowering drugs. Three subjects had type 2 diabetes and one subject had type 1

diabetes among all participants, but none of those were included in this sub-study.
LDL particle size and PCSK9

Blood lipids and LDL particle size features before the control phase and after the three treatments are presented
in Table 2 for all participants as well as for the sub-study group only. Treatment-specific baseline values before
DHA and EPA were essentially identical to values measured before the control treatment and therefore are not
presented. In all participants, DHA increased mean LDL particle size more than EPA (compared with control,
DHA: +0.32 A, EPA: -0.41 A; DHA vs. EPA: P<0.0001) as well as LDL peak particle size (compared with control,
DHA: +0.58 A, EPA: -0.32 A; DHA vs. EPA: P<0.0001). The change in the proportion of sdLDL was also
significantly different between EPA and DHA (compared with control, DHA: -1.10%, EPA: +2.10%; EPA vs. DHA:
P<0.002). Both EPA and DHA decreased PCSK9 concentrations similarly (compared with control, DHA; -25.0
ng/mL, EPA: -18.2 ng/mL; DHA vs. EPA: P=0.19). Changes in these cardiometabolic outcomes with DHA and
EPA were generally similar in direction and magnitude among participants of the sub-study. However, only the
difference between the change in PCSK9 concentrations after DHA and EPA compared to control remained

statistically significant in the sub-sample.
Kinetic studies

Both DHA and EPA tended to increase VLDL-apo B100 FCR similarly compared with control (DHA: +21%, EPA:
+19%; DHA vs. EPA: P=0.73, Table 3). However, EPA tended to increase VLDL apo B100 direct catabolism
more than DHA (compared with control, DHA: -3%, EPA: +22%; DHA vs. EPA: P=0.10), while changes in VLDL
to LDL apo B100 conversion rates were similar after DHA and EPA (compared with control, DHA: +8%, EPA:
+7%; DHA vs. EPA: P=0.44). LDL apo B100 FCR was significantly lower after EPA supplementation than after
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DHA (compared with control, DHA: 0%, EPA: -10%; DHA vs. EPA: P=0.008). On the other hand, DHA increased
LDL apo B100 PR compared with EPA (compared with control, DHA: +2%, EPA: -7%; DHA vs. EPA: P=0.027).

As shown in Table 4, the increase in LDL-C concentrations after DHA or EPA did not correlate with variations
in LDL apo B100 FCR or PR. On the other hand, variations in LDL apo B100 pool size correlated with change
in LDL apo B100 PR after EPA (rs=0.63, P=0.013) and with variations in LDL apo B100 FCR after DHA (rs=-
0.52, P=0.04) and PCSK9 concentration after DHA (rs=0.64, P<0.01).

Both DHA and EPA decreased VLDL apo ClII FCR similarly compared with control (DHA: -11%, EPA: -7%, DHA
vs. EPA: P=0.60) while the reduction in VLDL apo ClII PR tended to be greater after DHA than after EPA
(compared with control, DHA: -12%, EPA: +1%, DHA vs. EPA: P=0.09). The change in VLDL apo ClIl FCR was
inversely correlated with the change in PCSK9 concentration after EPA (rs=-0.58, P=0.019, not shown), and
with the change in LDL apo B100 FCR after DHA (rs=0.54, P=0.030, not shown). The change in VLDL apo ClII
PR was inversely correlated with LDL apo B100 FCR and PR (rs=-0.57 and -0.53, P<0.05, not shown) and
positively associated with the change in PCSK9 concentrations after DHA (rs=0.54, P=0.021, not shown). We
did not find any correlation between changes in TG and LDL-C and between changes in VLDL apo ClIl FCR and
LDL apo B100 PR after DHA nor EPA (not shown).
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Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study demonstrating the mechanisms underlying the differential
effects of DHA and EPA supplementation on LDL-C and other features of LDL in men and women with abdominal
obesity, subclinical inflammation and at risk for CVD. The present study suggests that high-dose DHA increases
LDL particle size and modifies LDL apo B100 and VLDL apo ClII kinetics compared with EPA. Although DHA
and EPA reduce PCSK9 concentration similarly, the relationships between PCSK9, LDL-C and LDL apo B100

concentrations were different between DHA and EPA.

We have previously shown that the magnitude of the reduction in TG and increase in LDL-C after DHA was
greater than after EPA supplementation.# Previous in vivo kinetic studies have documented the effects of LCn3-
PUFAs, either as a dietary supplement or as part of a LCn3-PUFAs-rich diet, on apo B100-containing lipoprotein
metabolism.2”2 Those studies have shown that LCn3-PUFAs reduce TG concentrations primarily by reducing
the endogenous production of VLDL apo B100 and by increasing the VLDL to LDL apo B100 conversion rate.?-28
LCn3-PUFAs have also been shown to increase the clearance of LDL apo B100.2728 On the other hand, Ooi et
al."? found that a high-fish diet (containing 1.23 g EPA+DHA/d) increases LDL apo B100 production by 32% and
concomitantly decreases LDL apo B100 clearance by 44% compared with untreated baseline values. This
disproportionate reduction in LDL apo B100 clearance may partly explain why LDL-C concentrations increase
after LCn3-PUFAs supplementation. Because the changes in LDL-C and TG concentrations are greater with
DHA supplementation than after EPA supplementation,* we hypothesized that DHA compared with EPA induces
a greater reduction in VLDL apo B100 production and a greater VLDL to LDL apo B100 conversion rate, hence
resulting in a greater increase in LDL apo B100 production. Accordingly, DHA compared with EPA differentially
influenced LDL apo B100 production and clearance rates, but these differences were not related to the
differential effects of DHA and EPA on LDL-C concentrations. DHA and EPA equally increased VLDL to LDL
apo B100 conversion and VLDL apo B100 FCR. These data suggest that metabolic pathways not involving apo
B100 per se may be responsible for the differential effects of DHA and EPA on LDL-C concentrations and LDL
size. It is possible that DHA and EPA differentially influence apo B:C:E ratios on VLDL, which may in turn
contribute to differences in LDL-C concentrations and LDL size seen between DHA and EPA.87 Zheng et al.’
have shown that apo ClII containing VLDL are the major precursor of LDL particles. Hence, the suppression of
apo ClII PR with DHA may also explain to some extent its impact on LDL particle size. The fact that total VLDL
particles were converted more rapidly to IDL after DHA than after EPA (Table 3), and that VLDL-apo ClII levels

also tended to decrease with DHA compared with EPA, is consistent with this hypothesis.

We also hypothesized that DHA and EPA supplementation modulates LDL particle size differently because the
increase in LDL-C concentration after DHA was almost 2-fold greater in magnitude than the increase in total apo

B concentration.* Accordingly, DHA supplementation slightly increased mean LDL particle size and decreased
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the proportion of sdLDL compared with EPA supplementation. This observation is consistent with data from a
few studies, which have shown that DHA, but not EPA, is associated with larger LDL.%2° This increase in LDL
particle size after DHA may be attributed, at least partly, to the greater reduction in serum TG compared with
EPA. Indeed, serum TG is an important metabolic determinant of the sdLDL phenotype through a series of
metabolic transformation of the LDL particles that involve lipases and cholesteryl ester transfer protein (CETP).30
However, very few studies have compared the effect of DHA and EPA on enzyme activities. Supplementation
with LCn3-PUFA has been shown to have inconsistent effects on CETP activity®' and may increase lipoprotein
lipase (LPL) activity through upregulation of it expression3! but may have no impact on hepatic lipase activity.’

More studies investigating these pathways in response to DHA and EPA supplementations are needed.

The increase in LDL size with DHA compared with EPA may also be explained in part by a decrease in apo Cll|
secretion from the liver.32 DHA may reduce the apo C-lll production through the regulation of the fork-head box
O transcription factor (FOX)O1 and carbohydrate response element-binding protein.333¢ Apo ClII inhibits the
binding of apo B to hepatic apo B/E receptor and the lipoprotein lipase activity.32% In a small parallel study,
supplementation with EPA alone tended to increase apo ClII concentrations while DHA tended to decrease apo
Clil-containing lipoprotein concentrations.38 Consistent with this, we have shown that high dose EPA also tended
to increase VLDL apo ClIl mass while DHA tended to decrease VLDL apo CllII mass in comparison with control,
although differences did not reach statistical significance. DHA also tended to decrease VLDL apo ClIl PR
compared with EPA, but the difference also did not reach the statistical significance. Changes in VLDL apo ClII
metabolism were correlated with changes in LDL apo B100 metabolism after DHA, but not after EPA, supporting
a differential effect of EPA and DHA on VLDL apo ClIl and apo B100 metabolism. This apparent reduction in
apo ClII production in the liver after DHA supplementation may explain the enhanced conversion of VLDL to
LDL apo B100, as well as the formation of larger LDL particles compared with EPA. Individuals with a
preponderance of sdLDL have consistently been shown to be at increased risk of myocardial infarction and CVD
compared with individuals with a greater proportion of larger LDL particles,?” but the extent to which the opposite
effects of DHA on both LDL-C and LDL particle size modify CVD risk is unknown.

The reduction in PCSK9 concentrations observed after DHA and EPA supplementation is consistent with data
from the few available studies on this topic. A recent randomized controlled parallel study in 92 pre- and post-
menopausal women has shown that supplementation with 2.2 g/d of marine oil decreased plasma PCSK9
concentrations by 11.4% in premenopausal and by 9.8% in post-menopausal women compared with baseline.'
Post-hoc analyses of The Canola Oil Multicenter Intervention Trial have also shown that PCSK9 concentration
was lower after DHA-enriched canola oil than after regular canola oil supplementation.20 In the present study,
DHA and EPA both reduced serum PCSK9 levels equally compared with control. Although PCSK9

concentrations usually correlate with LDL-C concentrations, variations in PCSK9 levels explain less than 8% of
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the LDL-C variance.® Furthermore, PCSK9 concentrations may not fully reflect PCSK9 activity.3® Therefore, the
increase in LDL-C after DHA and EPA despite a decrease in PCSK9 concentrations is not entirely unexpected.
On the other hand, changes in PCSK9 was positively correlated with changes in LDL apo B100 concentrations
and negatively correlated with changes in LDL apo B100 FCR after DHA, but not after EPA, hence suggesting
that PCSK9 may be partly involved in explaining the differential effects of DHA and EPA supplementation on the
metabolic fate of the LDL particle.

This study has several strengths and limitations. A number of studies have examined the effect of LCn3-PUFAs-
rich diet or as a supplement combining EPA and DHA in various forms and proportions on apo B100-containing
lipoprotein kinetics.?"-2 To the best of our knowledge, this is the first study to compare head-to-head the effect
of high-dose EPA and DHA on apo B100-containing lipoprotein kinetics. The use of a randomized crossover
study design reduced the inter-individual variability of the results. Baseline characteristics of the kinetic
subsample were similar to the whole study cohort and the compliance was high in all phases of the study.* The
analyses of the change in blood lipids, LDL particle size and PCSK9 concentrations in the sub-study kinetic
sample were conducted in fewer participants, hence influencing statistical power. Estimates of small kinetic pool
sizes have relatively high coefficients of variations and small changes in kinetic parameters are difficult to assess.
The observed effects of DHA and EPA on serum lipids, including LDL-C, may have resulted from changes in
kinetics that may have been too subtle to be detected with this sample size. Corn oil was chosen as a control
because of the relatively neutral effects of n6-PUFA on inflammation makers,% which were the primary outcome
of the trial.* Supplementation with the control n6-PUFA rich corn oil decreased total cholesterol (-0.12 mmol/L,
P=0.001), LDL-C (-0.13 mmol/L, P=0.003) and mean LDL size (-0.22 A, P=0.02) compared with control-specific
baseline levels. However, results were similar when change from DHA/EPA-specific baseline values were
considered. Specifically, the increase in LDL-C and the reduction in TG with DHA compared to baseline values
were significantly greater than those seen with EPA (for LDL-C +0.11 vs. 0.00 mmol/L, for TG vs. -0.26 vs. -0.20
mmol/l, all P<0.01). The increase from treatment-specific baseline values in LDL particle size (+0.21 A vs. -0.71
A) and the reduction in the proportion of sdLDL (-1.36 % vs. +2.8 %) were also greater with DHA than with EPA
(all P<0.01, not shown). Because very few studies have documented the impact of n6-PUFA on apo B100- and
apo Clll-containing lipoprotein metabolism, it is difficult to assess how the use of corn oil as the control treatment

has impacted the kinetic study data.2.28:40

In conclusion, the differential effects of DHA and EPA supplementation on LDL-C concentrations may not be
accounted for by differences in the regulation of apo B100 containing lipoprotein metabolism, and may involve
other pathways that influence LDL particle size. The extent to which the greater increase in LDL-C with DHA

compared with EPA, associated with larger LDL particles, influences CVD risk is unknown. Further studies are

106



needed to better understand changes in other metabolic factors following EPA and DHA supplementation,

including the expression of different genes involved in lipid metabolism.
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Tables

Table 6.1 Baseline characteristics of the kinetic sub-sample and the whole cohort

Sub-sample (n=19) Whole cohort (n=138)

Age, years 47 + 16 52 £ 15
Female, n (%) 9 (47) 96 (70)
Weight, kg 84.0 + 13.8 80.6 + 14.5
BMI, kg/m? 297 £+ 48 294 + 43
Waist circumference, cm 102.5 £ 99 100.7 = 11.1
SBP,mmHg 1152 £ 85 1156 £ 12.8
DBP, mmHg 68.0 + 8.1 69.7 + 89
Total C, mmol/L * 508 + 0.64 5.18 £ 0.93
LDL-C, mmol/L * 3.05 £ 0.55 3.03 £ 0.81
HDL-C, mmol/L * 143 + 043 1.52 £ 042
TG, mmol/L * 1.30 £ 0.50 1.36 £ 0.58
CRP, mg/L 335 = 2.71 332 + 2.44
Glucose, mmol/L * 526 £ 0.37 528 £+ 0.85
Insulin, pmol/L 934 + 399 102.54 + 58.61
HOMA-IR * 3.11 = 1.27 3.55 £ 2.57

Data are presented as means + SD. CRP values > 10 were excluded (n= 5 for the whole cohort). For the whole cohort, baseline characteristics of participants who

completed at least one study phase are presented.

BMI: body mass index; SBP: systolic blood pressure; DBP: diastolic blood pressure, C: cholesterol; TG: triglyceride; CRP: C-reactive protein; HOMA-IR: homeostatic

model assessment of insulin resistance

*N = 137 for the whole cohort.
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Table 6.2 LDL particle size features and PCSK9 concentration before control and after control, DHA and EPA phase in whole and kinetic sample

% diff. P-value % diff. P-value % diff P-value
Pre-control Post-control Post-DHA DHAvs. DHAVvs. Post-EPA EPA vs. EPA vs. DHA vs. DHA vs.
control control* control control* AEPA EPAt

All participants N=121a

Total cholesterol,

mmol/L 4 § 529 + 008 516 + 0.08 533 + 0.08 3.1 0.001 515 = 0.08 -0.4 0.62 3.6 <0.001
LDL-C,mmol/L %, § 3.12 £ 0.07 299 + 0.07 316 + 0.08 5.4 <0.001 3.06 + 0.07 2.5 0.046 3.2 0.04
Totalapo B, g/L 1, § 134 + 004 131 + 004 134 =+ 0.04 2.8 0.02 132 + 0.04 1.2 0.46 1.6 0.16
Triglycerides, 134 = 006 138 = 006 1.14 = 004 -213 <0.001 123 £+ 005 -11.3 <0.001 7.1 0.005
mmol/L%, §

Mean LDL size, A 252,10 + 026 251.89 + 021 25215 £ 023 0.1 0.051 25141 = 0.20 -0.2 0.01 0.3 <0.001
LDL peak, A 251.74 + 028 251.56 + 024 25208 + 025 0.2 0.001 251.19 + 0.23 -0.1 0.059 0.4 <0.001
Eﬁ;’foﬁ/ﬁlon‘)“arge 949 + 072 900 + 053 916 + 0.62 1.8 0.85 842 + 053  -6.4 0.20 8.8 0.19
£§£°$1°“°fsmall 6929 + 145 6983 + 120 6888 + 134  -1.4 0.25 7200 + 1.08 3.1 0.03 43 0.002

, /0
PCSK9, ng/mL NA 213.02 £ 5.65 189.12 + 4.89 -12.6 <0.001 194.98 + 5.40 -8.5 <0.001 -3.0 0.19
Sub-study N=19b

;‘;;aoll‘;f"le“e“’l’ 518 + 016 470 + 016 513 = 014 9.1 0.005 500 + 019 8.0 0.018 25 0.62
LDL-C, mmol/L 311 + 014 270 + 0.13 310 =+ 0.15 14.7 0.006 305 + 0.14 14.4 0.010 1.6 0.88
Total apo B, g/L 137 + 009 126 + 008 140 =+ 0.12 11.0 0.03 135 + 0.09 6.9 0.27 35 0.27
Triglycerides,mmol/L 129 + 0.13 135 + 0.17 120 + 0.15 -11.1 0.10 139 + 021 4.6 0.63 -13.6 0.06
Mean LDL size, A 250.88 + 0.75 25095 + 0.54 25095 + 0.63 0.0 0.90 25042 + 0.60 -0.2 0.29 0.2 0.33
LDL peak, A 250.62 + 0.76 250.68 + 0.63 250.79 + 0.71 0.0 0.89 25020 + 0.61 -0.2 0.12 0.2 0.17
g;’{oj/?"n"flarge 752 + 138 690 + 107 701 =+ 135 1.5 0.34 742 £ 1.12 42 0.12 5.6 0.54
Er]gf"j/?"n"fsma” 7503 + 3.16 76.13 + 232 7553 + 288  -0.8 0.56 7598 + 2.55 0.0 0.72 0.6 0.86
PCSK9, ng/mL NA 196.92 + 1523 174.43 + 1353 -11.4 0.11 190.08 + 15.33 1.2 0.75 -8.2 0.04

Values are presented as unadjusted means + SEM. Bold indicates P<0.05. Because pre-DHA and -EPA values were essentially identical to the pre-control
values, only pre-control values are presented.

a = Participants equaled 123 for DHA, 121 for EPA, 125 for control, 138 for baseline
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b = Participants equaled 19 for DHA, 17 for EPA and 19 for control.
* P values for the EPA and DHA changes vs control, as determined by the LSMEANS statement and tested against the null hypothesis in the mixed models.

T This analysis compared the change with DHA or EPA compared with control based on post-treatment values. And the P values were taken from the main
treatment effect in the mixed models.

1 Log-transformed data were used in these analyses due to skewness of the distributions of values
§. Previously reported [4].

Apo: apolipoprotein; C: cholesterol; DHA:docosahexaenoic acid ; EPA: eicosapentaenoic acid ; LDL: low-density lipoprotein; NA: not available; PCSK9:
proprotein convertase subtilisin/kexin type 9.
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Table 6.3 Apo B100-containing lipoproteins and VLDL apo ClIl kinetics after control, DHA and EPA phases

P-value
Y% vs. P-value Y% vs. P-value DHA vs.
Post-control Post-DHA Control ADHA * Post-EPA Control AEPA*  EPA (%) AADHA vs.
EPAf
VLDL apo B100
PS, mg 336.07 £ 4690 300.0 + 474 -10.7 0.03 33631+ 7452 0.1 0.70 -10.8 0.10
FCR, pools/d 938 £ 094 113 + 19 20.5 0.12 1121+ 187 19.4 0.20 0.9 0.73
PR, mg/kg/d § 3042 = 221 305 = 26 0.1 1.00 3291 = 3.40 8.2 0.30 74 0.22
Abs. conv. VLDL to IDL
apoB100. mg/kgd § 414 £ 129 40 = 10 3.2 0.34 237 £ 046 -42.7 0.31 69.0 0.002
Abs. conv. VLDL to LDL
apoB100. mg/kgd 940 £ 149 101 + L5 7.5 029 1008 = 100 7.3 0.80 0.2 0.44
VLDL apoB100 direct 1606 + 227 156 =+ 26 2.9 0.78 19.54  + 322 21.7 0.25 -20.2 0.10
catabolism, mg/kg/d §
IDL apo B100
PS, mg 1606+ 205 208 + 2.7 29.7 0.11 1524+ 228 -5.2 0.58 36.7 0.05
FCR, pools/d 1154  + 185 146 = 23 26.4 0.02 1346 = 172 16.6 0.18 8.4 0.32
PR, mg/kg/d 237+ 064 34 + 08 42.0 0.03 238 £ 046 0.6 0.78 41.1 0.009
Abs.conv. IDL 1o LDLapoB100. 577 451 33 &+ o8 -13.5 0.50 237 £ 046 37.1 0.63 37.5 0.14
mg/kg/d I
LDL apo B100
PS, mg 2700.98  + 159.05 2811.1 + 192.1 4.1 0.67 2785.01 = 155.81 3.1 0.54 0.9 0.84
FCR, pools/d 043+ 0.06 043 + 0.06 -0.2 0.50 039  + 0.04 -104 0.24 11.4 0.008
PR, mg/kg/d § 1329+ 145 135 + 14 1.6 0.43 1234+ 1.04 7.1 0.55 9.4 0.03
VLDL apo CIIl
PS, mg} 109.58  + 1577 10041 = 16.50 -8.4 0.10 11530  + 23.62 5.2 0.96 -12.9 0.11
FCR, pools/d 094  + 006 083 = 005 -11.3 0.009 0.88 £  0.06 -6.9 0.04 -4.7 0.60
PR, mg/kg/d 418  + 054 367 + 0.69 -12.2 0.009 424+ 077 1.3 0.34 -13.3 0.092

Values are expressed as mean + SEM. Bold indicates P<0.05.
Apo B100: Control: N = 17 (N = 18 for PS, FCR and PR VLDL); DHA: N = 16 (18 for PS VLDL, 17 for PS IDL and LDL, FCR and PR VLDL); EPA: N = 14 (16 for
PS, FCR and PR VLDL, 15 for PS, FCR and PR LDL). Apo ClII: n = 18 for control, 18 for DHA, 16 for EPA.

116



Models were adjusted for values after the control treatment as well as for sex, weight, age, sequence and baseline value was considered only when these
covariates were found to be significant at P < 0.05 in the models.

* P values for the EPA and DHA changes vs control, as determined by the LSMEANS statement and tested against the null hypothesis in the mixed models.
T This analysis compared the change with DHA or EPA compared with control based on post-treatment values. And the P values were taken from the main

treatment effect in the mixed models.
1 Log-transformed data were used in these analyses owing to skewness of the values.
Abs: absolute; Apo: apolipoprotein; PS: pool size; FCR: fractional catabolic rate; PR: production rate; Conv: conversion; EPA: eicosapentaenoic acid; DHA:

docosahexaenoic acid.
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Table 6.4 Spearman correlation coefficient between changes in apoB-100-containing lipoproteins kinetics, PCSK9 levels and LDL-C after EPA and DHA

vs. control
DHA EPA
LDL-C,mmol/LL LDL apo B100, mg LDL-C, mmol/L LDL apo B100, mg
VLDL apo B100
FCR, pools/d -0.203 -0.424 -0.303 -0.182
PR, mg/kg/d 0.159 0.229 0.135 -0.043
VLDL to IDL apoB100, mg/kg/d 0.165 -0.291 0.420 0.305
VLDL to LDL apoB100, mg/kg/d 0.238 0.276 -0.420 0.275
VLDL apoB100 direct catabolism, mg/kg/d 0.076 0.265 -0.055 -0.196
IDL apo B100
FCR, pools/d 0.503 -0.129 0.301 0.270
PR, mg/kg/d 0.674 0.221 0.327 0.503
IDL to LDL apoB100, mg/kg/d 0.132 -0.226 0.560 0.380
LDL apo B100
FCR, pools/d -0.229 -0.521 -0.161 0.057
PR, mg/kg/d 0.044 -0.197 0.261 0.625
Mean LDL size, A 0.103 -0.091 0.063 0.393
LDL peak, A 0.148 0.324 0.062 0.254
Prop. large LDL, % 0.059 -0.181 0.133 0.046
Prop. small LDL, % -0.111 0.028 -0.136 -0.196
PCSK9, ng/L 0.031 0.642 0.132 0.011

Abs: absolute; Apo: apolipoprotein; Conv: conversion; IDL: intermediate-density lipoprotein; LDL: low-density lipoprotein; PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9; PR: production rate; Prop: proportion; PS: pool size; FCR: fractional catabolic rate; VLDL: very-low density lipoprotein.

Bold indicates P<0.05.
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Supplemental Table 6.1 Apolipoproteins monitored into VLDL fractions for kinetic studies with the corresponding peptides selected for MRM analysis

Protein Peptide sequence Transition Q1/Q3
LDVTTSIGR 2y 481.27/634.35
apoB-100 5
L[+3]DVTTSIGR 2y 482.78/634.35
DALSSVQESQVAQQAR 2y 858.93/1144.57
apoC-lll
DAL[+3]SSVQESQVAQQAR 2y 860.44/1144.57

119



Supplemental Material

Quantification and isolation of apoB-100 and apoC-lll

The apoB-100 (Alerchek Inc., Portland, Maine, USA) and apoC-lll (Assaypro LLC, St-Charles, MO, USA)
concentrations in TRLs (VLDL) were determined using a non-competitive ELISA with immuno-purified polyclonal
antibodies to calculate their respective pool sizes. We used three different time points during the kinetic study to

estimate the average concentrations of the different apolipoproteins.
Protein in-solution digestion — ApoB-100 and ApoC-Iil

Proteins (20 ug) were solubilized in 25 pl digestion buffer (50 mM Ammonium bicarbonate — 1% Sodium
Deoxycholate), heated to 95°C for 5 minutes and cooled down. Proteins were reduced with 1 ug of DTT at 37°C
for 30 minutes and alkylated with 5 ug of iodoacetamide at 37°C for 20 minutes. Protein digestion was performed
with trypsin (1 Mg, Sequencing Grade Modified Trypsin, Promega, Madison, WI, USA) at 37°C o/n. Digestion
was stopped and sodium deoxycholate was removed by acidification (3% acetonitrile, 1% trifluoroacetic acid,
0.5% acetic acid) at room temperature for 10 min. Sodium deoxycholate was pelleted at 16 000 g for 5 minutes.
The supernatant was desalted on a C18 Empore filter (3M). Peptides were eluted in 80% acetonitrile — 0.1%

trifluoroacetic acid and dried in a speed vac.
Liquid chromatography-multiple reaction monitoring (LC-MRM) analysis

Samples were analyzed on a ABSciex 5500QTRAP™ hybrid triple quadrupole/linear ion trap mass spectrometer
equipped with an Eksigent nanoLC AS2 cHiPLC nanoflex controlled by Analyst 1.6™ and with a nanospray
ionization source (ABSciex, Framingham, MA, USA). Mass spectrometry (MS) analysis was conducted in
positive ion mode with an ion spray voltage of 2300V. Peptides were desalted on a 200um x 6 mm chip trap
column packed with ChromXP C18, 3 um, (Eksigent) at 2 ul/min of Solvent A (formic 0.1%) then switched in line
at a flow rate of 1000 nL/min on a 200um x 15 cm chip column packed with ChromXP C18, 3 um (Eksigent) with
a 12 min linear gradient from 5 to 25% of solvent B (acetonitrile 0.1% FA), then a 2 min linear gradient from 25
to 80% B. In order to select tryptic peptides that are the most suitable for sensitive and selective leucine
enrichment monitoring, MRM analysis were done on all the tryptic peptides unique to each proteins, containing
one leucine with length ranging from 5 to 25 AA. Peptides containing Methionine and Cysteine were eliminated.
Peptides were selected based on peak shape and intensity. The peptide selection process was done using
Skyline Software v2.5 (MacCoss Lab, Washington University). For each lipoprotein, Table 1 (data supplement)
shows the list of selected peptides as well as transition used for enrichment quantification. LC-MRM/MS analyses

were performed using all the transitions from y and b ions with m/z greater than the precursor of the light (Leu)
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and heavy (D3-Leu) form for each peptide *. Nebulizer gas was set to 8 (Gas1), curtain gas to 20 and heater to
150°C. Collision energy (CE) and declustering potential (DP) values for each peptide were predicted by the
Skyline Software using a linear equation based on the precursor m/z. A blank solvent injection was run between

each time course.
Isotopic Enrichment Calculation

The automatic integration of the peaks was done by MultiQuant 2.1 (ABSciex, Framingham, MA, USA) and was
verify manually. For each protein, the isotopic enrichment was calculated as follow: area D3-Leu transition/(area
D3-Leu transition + area Leu transition). Since the incorporation of D3-Leu leads to an addition of 3 Da, we
investigated the isotope distribution of the light peptide in order to evaluate its contribution over the D3-Leu
signal. For each protein, selected tryptic peptide have been synthesized (JPT, Germany) with isotopically coded
amino acids ([(13)C(6)]Arg or [(13)C(6)]Lys) and reconstitute in 0.1% formic acid with peptide concentration
equivalent to the corresponding endogenous peptide. The solution was injected into the mass spectrometer and
the corresponding transition at [M + 2H]2+ and [M + 2H]2+ + 1.5 Da was monitored. The area of both peak was
integrated and the percentage of contribution of the [M + 2H]?* over the [M + 2H]?* + 1.5 Da was calculated. This
value was subtracted from the area of D3-Leu transition for each sample. In order to evaluate the linearity of the
signal over the analysis range, the synthetic peptides have been introduced at variable concentration into the
digested samples. Finally, measurement of isotopic enrichment using LC-MRM method has been validated
against traditional gas chromatography-mass spectrometry method in four subjects for TRL apoB-48 (R%=0.98,
P<0.0001) and VLDL apoB-100 (R2=0.99, P<0.0001) (data not shown).

Kinetic analysis

The kinetics of all apolipoproteins were derived using a multicompartmental model that has been previously
described 24. We assumed that the enrichment of the precursor pool was stable and used the VLDL apoB-100
plateau from the isotopic enrichment data as the forcing function to drive the appearance of the tracer into apoB-
100 and apoC-lll 5. Under steady state conditions, the fractional catabolic rate (FCR) is equivalent to the
fractional synthetic rate. The apoB production rates (PRs) were determined using the formula PR (mg - kg-1 -
d-1)=[FCR (pools/d) X apoB concentration (mg/dL) X plasma volume (L)]/body wt (kg) . The plasma volume
was estimated at 4.5% body weight. The SAAM Il program (SAAM Institute, Seattle, WA, USA) was used to fit

the model to the observed tracer data.
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Chapitre 7 Comparaison de la réponse des
triglycérides a une supplémentation en EPA et en
DHA

Janie Allaire, Cécile Vors, William S Harris, Kristina Harris Jackson, André Tchernof, Patrick Couture, Benoit

Lamarche

L'article présenté dans ce chapitre s'intitule: Comparing the serum triglyceride response to high-dose
supplementation with either DHA or EPA among individuals with increased cardiovascular risk: The ComparED

study.

Cet article est sous presse dans la revue : The British Journal of Nutrition. Lien pour accéder a l'article :

https://www.cambridge.org/core/journals/british-journal-of-nutrition/article/comparing-the-serum-triglyceride-

response-to-highdose-supplementation-with-either-dha-or-epa-among-individuals-with-increased-
cardiovascular-risk-the-compared-study/16E9303F2A2244FDFA7105COFA31F7AE
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Résumé

Les études montrent que la diminution des triglycérides sériques en réponse a une supplémentation en acides
gras polyinsaturés oméga-3 a longue chaine est variable entre les individus. L'objectif de cette étude était de
comparer la proportion d'individus qui présentent une diminution des triglycérides en réponse a une
supplémentation en DHA et en EPA et d'identifier les prédicteurs de la réponse. Un total de 154 individus ont
été assignés de fagon aléatoire a une séquence de trois phases expérimentales de 2,7 g par jour d’EPA, 2,7 g
par jour de DHA et 3 g par jour d’huile de mais a titre de témoin. Chaque phase expérimentale était d'une durée
de 10 semaines et les phases étaient séparées par une période libre de 9 semaines. La variation quotidienne
moyenne des concentrations de triglycérides chez les participants a été calculée en utilisant I'écart type de la
mesure au « screening » et avant chacune des trois phases de I'étude. La réponse des triglycérides a une
supplémentation en DHA et en EPA est restée a l'intérieur de l'intervalle de la variation quotidienne moyenne
des triglycérides (+ 0,25 mmol/L) chez 47% et 57% des participants respectivement. Bien que le DHA a entrainé
une réduction des triglycérides supérieure a 0,25 mmol/L chez une plus grande proportion de participants que
'EPA (45% vs 32%, P<0,001), la réduction moyenne des triglycérides était similaire en réponse au DHA et &
I'EPA chez ce type de répondeurs (-0,59+0,04 et -0,57+0,05 mmol/L respectivement). Les participants qui ont
présenté une réduction des triglycérides supérieure a 0,25 mmol/L en réponse a la supplémentation en DHA et
en EPA avaient des concentrations de cholestérol non HDL, de triglycérides et d’insuline plus élevées que les
autres types de répondeurs au début I'étude (P<0,05). En conclusion, une supplémentation de 2,7 g de DHA et
d’EPA par jour a entrainé une réponse des triglycérides inférieure a la variation des triglycérides observée
quotidiennement chez environ 50% des participants. Une supplémentation en DHA a entrainé une réduction
des triglycérides supérieure a la variation observée quotidiennement chez une plus grande proportion d’individus
que 'EPA. Toutefois, 'amplitude de la réduction des triglycérides sanguins entre le DHA et 'EPA était similaire

parmi ces individus.
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Abstract

Studies show that the reduction in serum ftriglyceride concentrations with long-chain omega-3 fatty acid
supplementation is highly variable among individuals. The objectives of this study were to compare the
proportions of individuals whose triglyceride concentrations are lowered after high-dose docosahexaenoic (DHA)
and eicosapentaenoic acid (EPA), and to identify predictors of the response to both modalities. In a double-blind
controlled crossover study, 154 men and women were randomized to three supplemented phases of 10 weeks
each: 1) 2.7g/d of DHA, 2) 2.7g/d of EPA and 3) 3g/d of corn oil, separated by nine-week washouts. As secondary
analyses, the mean intra-individual variation in triglyceride was calculated using the standard deviation from the
mean of four off-treatment samples. The response remained within the intra-individual variation (£0.25 mmol/L)
in 47% and 57% of participants after DHA and EPA respectively. Although there was a greater proportion of
participants with a reduction greater than 0.25 mmol/L after DHA than after EPA (45% vs. 32%, P<0.001), the
mean triglyceride reduction was comparable between groups (-0.59£0.04 vs. -0.57+0.05 mmol/L). Participants
with a reduction greater than 0.25 mmol/L after both DHA and EPA had higher non-HDL-cholesterol, triglyceride
and insulin concentrations compared with other responders at baseline (all P<0.05). In conclusion,
supplementation with 2.7g/d of DHA or EPA has no meaningful effect on triglyceride concentrations in a large
proportion of individuals with normal mean ftriglyceride concentrations at baseline. Although DHA lowers
triglyceride in a greater proportion of individuals than EPA, the magnitude of the triglyceride lowering among

them is similar.
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Introduction

High fasting serum triglyceride (TG) concentration is associated with high risk of cardiovascular disease (CVD)":
Z 3 and, when very high, of pancreatitis®®. Long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acids (LCn3-PUFAs),
including docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n3) and eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n3), are known to
decrease TG concentrations®. However, results from clinical studies have shown that there is a large inter-
individual variability in the TG response to LCn3-PUFA supplementation® 7: & 910 The heterogeneous TG
response to LCn3-PUFA may be attributed to many factors including measurement errors in the laboratory, day-
to-day biological variations, genetic factors, and their interaction with other extrinsic factors such as the

background diet and concurrent medications('.

A number of studies have examined the variability in the TG response to LCn3-PUFA supplementation® 7:8: 9
19, In the Fish Qil Intervention and Genotype Study, 8-week supplementation of fish oil supplementation (1.8 g
EPA+DHA per day) reduced mean TG concentrations by 11.2% compared with baseline values among healthy
subjects(®: 7:89 10 However, fewer than 70% were defined as responders, i.e. with a reduction in TG greater
than 0 mmol/L®: 10, A similar proportion of participants of the Fatty Acid Sensor study presented a reduction in
TG concentrations after 6-week supplementation with LCn3-PUFAs (1.9 to 2.2 g EPA + 1.1 g DHA per day)('2).,
One may argue that using a threshold of 0 mmol/L to identify responders (any reduction in TG concentrations)
and non-responders (any increase in TG concentrations) provides a limited perspective on the true variability of
the response to LCn3-PUFAs. Indeed, TG concentrations are known to vary intra-individually by about 20%!("3).
Thus, any individual change in TG concentrations that remains within the boundaries of usual intra-individual
variation should not be considered as a truly meaningful change. Intra-individual variation, which includes
biological variation and analytical variation, may be calculated as the average within-subject standard deviation
based on two or more measurements taken on different days when no true change is expected. Any change
smaller than this intra-individual variation should be considered within the variability of the measurement and
thus, as a non-response. To our knowledge, no study has yet documented the proportion of “true” responders

to LCn3-PUFA supplementation.

Furthermore, almost all previous clinical trials on LCn3-PUFA supplements have tested the combined impact of
DHA and EPA in various forms and proportions. After years of negative results in studies investigating the
association between LCn3-PUFA supplements and cardiovascular risk, the REDUCE-IT study has recently
shown that supplementation with 4 g/d of EPA reduces the risk of cardiovascular events by 25% compared with
a mineral oil placebo in individuals with high baseline TG concentrations('4). These observations highlight the
importance of investigating further the individual effects of DHA and EPA on cardiometabolic health. To date,
data indicate that DHA may be more potent than EPA in modulating lipids and inflammation risk factors('% 16),

including TG concentrations('®), but very few studies have undertaken a head-to-head comparison of the
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differential effect of high-dose DHA and EPA supplementation. The inter- and intra-individual variabilities in the

TG response to DHA and EPA taken separately remain unknown.

The first objective of this study was to compare the proportions of individuals whose serum TG concentrations
are meaningfully lowered after high-dose supplementation with either DHA and EPA among men and women
with abdominal obesity and a subclinical inflammation state. The second objective was to identify factors that
predict the serum TG response to DHA and EPA supplementation. We hypothesized that high-dose DHA
meaningfully reduces serum TG concentrations in more individuals than a similar dose of EPA. We also
hypothesized that individuals with the highest serum TG concentrations at baseline experience the greatest TG
reductions after both DHA and EPA.
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Material and Methods
Study design: Details of the study design have been published previously'®). This study used a double-blind

randomized, controlled crossover design with three treatment phases: 3 x 1 g capsule of 90% purified LCn3-
PUFAs per day providing 1) 2.7 g/d of DHA, 2) 2.7 g/d of EPA, 3) 0 g/d of DHA+EPA (corn oil control). Each
treatment phase had a median duration of 10 weeks and were separated by nine-week washouts. The original
and primary objective of this study was to compare the effect of DHA and EPA on plasma C-reactive protein
(CRP) concentrations, and thus, CRP was used as the primary outcome measure for the sample size
calculation'®). A priori sample size calculations indicated that N=150 would be needed to detect a minimal
difference of 10% in plasma CRP concentrations when comparing any two of the three treatments with a power
of 81% and P<0.01 (two-tailed)("®). The sample size of N=150 also provide 92% power to detect a 10% difference
in serum TG between treatments at P=0.01 (two-tailed, not shown). This is a secondary analysis of this trial. A
total of 154 participants were randomized using an in-house computer program and all participants signed an
informed consent document approved by local Ethics Committees at the beginning of the study. The study
protocol was registered March 4, 2013 at ClinicalTrials.gov (NCT01810003) and the study was conducted
according to the Declaration of Helsinki. Allocation to treatments were concealed to participants as well as to

study coordinators throughout the study.

Study population: Primary eligibility criteria were to have abdominal obesity (waist circumference >80 cm for
women, >94 cm for men)("”) with a subclinical inflammation state reflected by plasma CRP concentrations >1
mg/L but <10 mg/L.

Compliance: Compliance to supplementation was assessed by counting supplements that were returned by
participants. As previously reported, subjects with a compliance <80% were considered as non-compliant and

therefore excluded from analyses (N=2)(16),

Anthropometric and cardiometabolic markers assessment: Methods of this study have been published
previously('® 19, Briefly, anthropometric measures including weight and waist circumference were obtained
according to standardized procedures at screening, beginning and end of each treatment phase. Blood
samples were collected after a 12-h overnight fasting at screening, beginning of each treatment phase and at
the end of each treatment phases. Total cholesterol, low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C), high-density
lipoprotein cholesterol (HDL-C), TG, total apolipoprotein B100 (apo B), CRP, adiponectin, interleukin-6 (IL-6),
LDL peak particle size, mean LDL particles size, proportion of LDL in the various size categories (small and
large), insulin and glucose were measured before and after each study phase. Tumor necrosis factor alpha

(TNF-a), proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 (PCSK9) and interleukin-18 (IL-18) were measured after
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each treatment phase. Serum Non-HDL-C concentration was calculated as the difference between total serum

cholesterol concentrations and HDL-C concentrations.

Fatty acid composition of red blood cell membranes was analyzed by OmegaQuant Analytics, LLC, (Sioux Falls,
SD) according to the Omega-3 Index® methodology"). Each fatty acid is expressed as a weight percent of total
identified fatty acids after a response factor correction (based on calibration curves) was applied to each fatty

acid.

Gene expression of lipid metabolism: Fasting fresh blood was collected in PAXgene Blood RNA tubes (Becton
Dickinson, Canada) after each treatment in a subsample of 44 randomly selected participants for gene
expression analyses. RNA was isolated using a PAXgene RNA-kit according to the manufacturer’s instructions
(Qiagen, Canada). Quantity of total RNA was measured using a NanoDrop ND-1000 Spectrophotometer
(NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, USA) and total RNA quality was assayed on an Agilent BioAnalyzer
2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Reverse transcription was performed on 1.5-2 ug total
RNA. cDNA corresponding to 20 ng of total RNA was used to perform fluorescent-based Realtime PCR
quantification using the LightCycler 480 (Roche Diagnostics, Mannheim, DE). The genes targeted were 3-
hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase), LDL-receptor (LDL-R) and sterol
regulatory element-binding protein 1c and 2 (SREBP1c and SREBP2). Values were normalized to the
expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH).

All personnel involved in the intervention and the measurements of the study outcomes were blinded to

treatments.

Statistical analyses: As per our a priori define statistical plan(®), and since the corn oil control treatment had no
significant impact on serum TG concentrations compared with baseline value (-0.04 £ 0.04 mmol/L, P=0.31,
data not shown), the change in serum TG concentrations after DHA and EPA supplementation was calculated
as the difference between post-treatment serum TG concentrations (EPA or DHA) minus the serum TG

concentrations after the control phase.

Mean intra-individual variation in serum TG concentrations, reflecting the combination of usual biological as well
as the analytical variation, was calculated as the standard deviation of the mean TG values from four off-
treatment samples, i.e. one sample taken at screening and samples taken before each of the three treatment
phases, which were preceded by a median washout period of nine weeks from the previous treatment. The
mean intra-individual variation in TG concentrations in our sample was £ 0.25 mmol/L. The median intra-
individual variation was + 0.20 mmol/L (min £ 0.04 mmol/L; max + 0.91 mmol/L). Responders to either DHA or

EPA were defined as those among whom serum TG were reduced by more than 0.25 mmol/L compared with
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the control phase. Non-responders were those among whom TG variation was within the + 0.25 mmol/L
variation. Concordant responders were those among whom both DHA and EPA supplementation reduced serum

TG concentrations by more than 0.25 mmol/L compared with the control treatment.

Pearson correlation analysis was used to assess the association between the TG response to DHA and the TG
response to EPA. Anthropometric measurement and cardiometabolic marker values and changes in
anthropometric measurements and cardiometabolic marker values among the subgroups of responders were
compared using generalized linear models (proc MIXED with a VC or a CS covariance matrix for unrepeated
and repeated measurements respectively) for continuous variables and Fisher's exact tests for categorical
variables. Models with the VC covariance matrix were adjusted for age, sex and waist circumference at screening
and models with the CS covariance matrix were adjusted for age, sex, waist circumference at screening and
value of the variable of interest after the control phase. EPA- and DHA-induced changes in cardiometabolic
outcomes compared with values after the control phase were determined with the LSMEANS statement and
were tested against the null hypothesis in the mixed models. Difference in cardiometabolic outcomes between
EPA and DHA were determined by the main treatment effect (no post hoc test needed)(). The skewness of the
distribution of the variables and model residuals was assessed and data were transformed when required. Al

analyses were computed using SAS (v9.3, Cary, NC).
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Results

Subjects’ characteristics

As shown previously, of the 154 individuals randomized to the treatment sequences, a total of 121 subjects
completed all three study phases and were included in the analyses('®). Screening characteristics of these
subjects are presented in Table 1. All subjects had a relatively high waist circumference and serum CRP
concentrations as per the main entry criteria. The mean age was 58 + 10 years for men (N=36) and 52 £ 16
years for women (N=85). The mean screening TG concentration was within the normal range and similar among

men and women (1.4 £ 0.8 mmol/L vs. 1.4 £ 0.7 mmol/L respectively).
Triglyceride response to DHA and EPA

As previously shown, the overall mean reduction in serum TG concentrations compared with control was greater
with DHA than with EPA (-13.3% vs. -11.9%; P<0.01){"®. The individual TG response to DHA and EPA
supplementation is presented in Figure 1. The proportion of responders (those among whom serum TG
concentrations were reduced by more than 0.25 mmol/L) was greater with DHA than with EPA (45% and 32%,
respectively; P<0.001). However, the TG reduction was similar in magnitude between those two groups (-0.59
mmol/L for DHA and -0.57 mmol/L for EPA). Inversely, the variation in TG concentrations remained within the +
0.25 mmol/L intra-individual variation range in fewer participants after DHA than after EPA (47% and 57%
respectively, P<0.01). The proportion of participants among whom serum TG concentrations increased by more
than 0.25 mmol/L was similar after DHA and EPA (8% and 11% respectively, P=0.29).

The percentage of shared variance in the TG response to DHA and EPA was 39.0% (r=0.62; P<0.001, data not
shown). A total of 26% of participants were concordant responders to both DHA and EPA, 34% presented no
change in TG after both DHA and EPA supplementation and 2% presented an increase in TG after both
supplements (data not shown). A total of 24% of participants presented a fully discordant TG response to DHA
and EPA (reduction greater than 0.25 mmol/L in TG with DHA and increase greater than 0.25 mmol/L with EPA,

or vice versa, data not shown).
Concordant responders to DHA and EPA

Table 2 presents the characteristics after the control phase of the participants with a concordant reduction (N=32)
in TG concentrations after DHA and EPA supplementation compared with all other participants. Responders to
both DHA and EPA had higher serum non-HDL-C (4.01 vs. 3.50 mmol/L; P=0.02), TG (1.90 vs. 1.21 mmol/L;
P<0.001), PCSK9 (241.35 vs. 203.00 ng/mL; P=0.03) and insulin (110. 34 vs. 98.40 pmol/L; P=0.03)

concentrations and a greater proportion of large LDL particles (11.50 vs. 8.35 %; P=0.03) after the control phase
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compared to the other participants (i.e. non-responders and those with a discordant response to EPA and DHA).
The reduction in TG concentrations among concordant responders was similar after DHA and EPA
supplementation (-0.67 vs. -0.61 mmol/L respectively; P=0.22, Supplemental Table 1). However, the increase
in HDL-C concentrations among concordant responders was greater after DHA than after EPA supplementation
(+0.14 vs. -0.01 mmol/L respectively; P<0.001) and the reduction in IL-18 concentrations was greater after DHA

than after EPA supplementation (-36.79 vs. -10.60 pg/mL respectively; P=0.023, Supplemental Table 1).
Correlates of the TG response to DHA

Compared with non-responders to DHA, responders to DHA had a greater concentration of TG (P<0.001),
PCSK9 (P<0.01) and insulin (P=0.02) after the control phase (Table 3). As shown in Table 4, the reduction in
TG concentrations among responders to DHA supplementation was observed along with a concomitant
reduction in body mass index (-0.3 kg/m2; P=0.03), diastolic blood pressure (-2.4 mmHG; P=0.04), PCSK9 (-
40.1 ng/mL; P<0.001), CRP (-0.33 mg/L, P=0.02) and IL-18 (-35.1 pg/mL; P=0.003) concentrations, and with an
increase in HDL-C (+0.13 mmol/L; P=0.001). The changes in body mass index, total cholesterol and non-HDL-
C concentrations with DHA were significantly different among TG responders and non-responders to DHA (all
P<0.05, Table 4).

Correlates of the TG response to EPA

Similarly, responders to EPA had greater TG (P<0.001) and PCSK9 (P=0.03) concentrations after the control
phase than non-responders (Table 5). The reduction in TG concentrations among responders to EPA was
observed along with a reduction in PCSK9 (-39.9 ng/mL, P<0.001) and IL-6 (-0.69 pg/mL; P=0.03)
concentrations after EPA supplementation (Table 6). None of these changes among responders to EPA were

different from those seen in non-responders (Table 6).

Participants with a low intra-individual TG variability (i.e. variability <0.20 mmol/L based on four off-treatment
measurements, which is the median variability of the sample) were more likely to be responders to both DHA
and EPA (OR 3.35, 95% Cl 1.12 to 10.08) than participants with an individual TG variability greater than 0.20

mmol/L (data not shown).
Gene expression of the lipid metabolism

Neither DHA nor EPA supplementation modified expression of HMG-CoA reductase, LDL-R, SREBP1¢ and
SREBP2 in whole blood cells compared with the control treatment among the 44 participants (Supplemental
Table 2). Moreover, neither DHA nor EPA modified the gene expression of HMG-CoA reductase, LDL-R,
SREBP1c¢ and SREBP2 among TG responders or non-responders to DHA and EPA (data not shown).
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Discussion

To the best of our knowledge, this is the first study accounting for the intra-individual variability in serum TG
concentrations to identify and characterize TG responders to DHA and EPA supplementation among individuals
at increased risk of CVD(@), This randomized controlled crossover study revealed important inter- and intra-
variability in the serum TG response to similar doses of DHA and EPA. First, the greater reduction in mean TG
concentrations with high-dose DHA compared with high-dose EPA('®) is largely due to the fact that there are
more “true” responders to DHA than to EPA supplementation, i.e. among whom the TG reduction is greater than
the intra-individual variation of 0.25 mmol/L. Indeed, the magnitude of the reduction in TG concentrations after
DHA and EPA was similar among responders. Second, only a small proportion of the participants (26%) are
“true” responders to both DHA and EPA. Finally, individuals with elevated non-HDL-C, TG and insulin
concentrations and with a lower TG variability are more likely to present a reduction in TG concentrations after
high-dose DHA and EPA.

Variability in the response to pharmacological treatments has been widely reported in the literature®, and thus
variability in the response to LCn3-PUFA supplementation is not surprising. Clinical studies have consistently
shown a mean TG reduction after LCn3-PUFA supplementation, but a substantial inter-individual variability in
TG response to LCn3-PUFA supplementation has also been observed® & 2 12), Previous studies on this topic
have assessed the change in TG concentrations using a reference of 0 mmol/L to identify responders and non-
responders to LCn3-PUFAs. We argue that a change in serum TG concentrations that remains within the
boundaries of intra-individual variability, i.e. accounting for biological as well measurement variability, should not
be considered “meaningful”. Hence, the proportion of individuals with a “meaningful”’ change in TG (positive or
negative) may be smaller than what previous studies have suggested. Indeed, the present study suggests that
the proportion of individuals with a “meaningful” TG reduction is approximately 30% for EPA and 45% for DHA
rather than the 70% reported previously(®:& % 12). This suggests that less than 50% of individuals (at least those
with baseline TG within the normal range) may benefit from LCn3-PUFA supplementation in terms of TG-

lowering.

This study has shown that the greater reduction in mean TG concentration observed after DHA compared with
EPA(® seems largely due to this greater proportion of responders to DHA compared to EPA because the
magnitude of the TG lowering was similar between responders to DHA and EPA supplementation. LCn3-PUFAs
are known to reduce TG concentrations primarily by reducing the production of VLDL-apo B100 and by
increasing the conversion of VLDL- to LDL-apo B100%4. However, we have previously shown that DHA and
EPA exert similar effects on the rate of VLDL-apo B100 production and catabolism and hence, on VLDL-apoB
pool size("®). These observations support the hypothesis that the larger reduction in TG concentrations after DHA

compared with EPA is rather due to a greater proportion of responders to DHA compared with EPA than to a
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greater hypotriglyceridemic effect of DHA compared with EPA. Gender, body mass index, baseline TG
concentrations and a number of gene polymorphisms have been identified as potential contributors to the TG
response to LCn3-PUFA supplementation('%:2526) These covariates may explain, at least partly, why DHA exerts

an hypotriglyceridemic effect in a greater proportion of individuals than EPA.

EPA may be converted into docosapentaenoic acid (DPA, 22:5n-3) and DHA through a metabolic pathway
involving in vivo elongation, desaturation and peroxisomal beta-oxidation in humans®”). We observed that the
changes in LCn3-PUFA content of red blood cells after DHA and EPA supplementation was similar between
responders and non-responders compared with control (Tables 4 and 6), suggesting that the TG response
appears to be independent of the rate of incorporation of DHA and EPA into red blood cells. Polymorphisms in
genes involved in endogenous LCn3-PUFAs biosynthesis (e.g. fatty acid desaturase 1 and 2, FADS? and
FADS?2), metabolism (e.g. peroxisome proliferator-activated receptors family, PPARs, ATP citrate lyase, ACYL,
and acetyl-CoA carboxylase, ACACA) and transport (e.g. apolipoprotein E, apo E) have been identified as
modulators of the TG response to LCn3-PUFA supplementation('2 28 2% 30 To our knowledge, only one
randomized controlled trial has assessed how the apo E genotype modulates the TG response to DHA and EPA-
rich oils®., Authors found no effect of the apo E genotype on the TG response to a 4-week supplementation
with either 3.3 g/d of EPA or 3.7 g/d of DHA in a sample of 38 healthy normolipidaemic males®". Importantly,
the TG response was modeled as a continuous variable and thus, the intra-individual variability in the TG
response was not considered. Moreover, the association between the apo E genotype and the consistency in
the TG response to DHA and EPA has not been documented. The present study revealed that supplementation
with either DHA or EPA exerts no effect on the gene expression of HMG-CoA reductase, LDL-R, SREBP1c and
SREBP2 (Supplemental Table 2) measured in whole blood cells. We have previously observed that
supplementation with either DHA or EPA also had similar effects on FADS1, FADS2, ELOVL fatty acid elongase
2 (ELOVL2) and ELOVL fatty acid elongase 5 (ELOVL5)". Of note, the change in the expression of these
genes after DHA and EPA supplementation was similar among the subgroups of TG responders to DHA and

EPA (data not shown). These observations remain to be validated in future studies.

Our data showed that the TG responses to DHA and EPA were inconsistent, with only 26% of participants
showing meaningful TG reductions after both DHA and EPA supplementation. However, responders to a given
LCn3-PUFA (i.e. DHA or EPA) were more likely to be responders to the other fatty acid, and so were those with
a smaller intra-individual variability in their TG concentrations. Participants with a concordant reduction in TG
concentrations after DHA and EPA supplementation also had higher non-HDL-C, TG and insulin concentrations
at baseline compared with non-responders. Consistent with these observations, participants with higher TG
concentrations at baseline usually achieve the greatest TG reduction after LCn3-PUFA supplementation®@. In a

small clinical study conducted in hypertriglyderidemic individuals, men with a lower body mass index were more
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likely to present a reduction in TG concentrations greater than 30% in response to a LCn3-PUFAs and metformin
combined supplementation(?), Also consistent with our observations, results of the Fatty Acids Sensor Study
conducted among 254 healthy subjects have shown that neither age, sex nor body mass index explain the
variability in the TG response to LCn3-PUFA supplementation in a multivariate model). However, responders
to LCn3-PUFA supplementation were those with the highest TG and insulin concentrations, and the lowest HDL-
C concentrations at baseline®®. Thus, a small number of studies have shown that individuals with high TG
concentrations, low HDL-C concentrations and alterations in glucose/insulin homeostasis at baseline are those
most likely to be responders to LCn3-PUFA supplementation, at least in terms of TG lowering. Because DHA
and EPA are nearly always consumed and studied in combination, further research is needed to determine the
impact of gender, body weight, and alterations of the glucose, insulin and lipid metabolism on the consistency

in the TG response to individual fatty acids.

Interestingly, we observed that responders to DHA or to EPA had greater serum PCSK9 concentrations at
“baseline” (i.e. after the control phase) than non-responders. PCSK9 regulates cholesterol metabolism by
degrading cellular LDL-receptors, hence blunting the clearance of LDL from the circulation, and then leading to
an increase in LDL concentrations®®. We have previously shown that DHA and EPA reduce PCSK9
concentrations in a similar manner'9), Accordingly, responders presented a reduction in PCSK9 concentrations
after either DHA or EPA, which did not differ, however, from changes seen in groups of non-responders. While
the role of PCSK9 in regulating cholesterol homeostasis is well understood, its impact on TG metabolism is less
known. The relationship between LCn3-PUFAs, PCSK9 and TG metabolism remains to be investigated in the

future.

It has been consistently reported that lowering LDL-C concentrations reduces the incidence of major
cardiovascular events®). However, LCn3-PUFA supplementation tends to slightly increase LDL-C
concentrations, and DHA may do more so than EPA('®). Using supplements of LCn3-PUFAs in order to prevent
cardiovascular events may appear counterintuitive in this context. In the present study, supplementation with
DHA and EPA had neutral effect on LDL-C concentrations among TG responders to DHA and EPA
supplementation. Moreover, the reduction in TG concentrations after DHA among responders was also
associated with favorable changes in diastolic blood pressure, HDL-C, CRP and IL-18 concentrations. The
reduction in TG after EPA among responders was associated with reduced IL-6 concentrations. These
observations support the previous assumption that DHA may be more potent than EPA in modulating
cardiometabolic risk factors('®), especially among those with a meaningful reduction in TG concentrations after
LCn3-PUFA supplementation. Because a high proportion of individuals are non-responders to LCn3-PUFAs and
that TG concentrations may even increase in a small proportion of them, it is not surprising that most previous

clinical trials have failed to observe reductions in CVD risk after LCn3-PUFA supplementation(? 3:37), This does
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not exclude the possibility that LCn3-PUFA supplementation may exert beneficial effects on cardiovascular risk,
through the modulation of TG concentrations as well as of other cardiovascular risk factors, in some individuals.
More recently, data from the REDUCE-IT study have shown that supplementation with EPA alone (4 g/d)
reduces the risk of cardiovascular events by 25% in individuals at high cardiovascular risk and with high baseline
TG concentrations). Considering that DHA may be more a more potent modulator of cardiometabolic health
than EPA('518) it will be most interesting to further investigate the potential cardiovascular benefits of DHA alone

in future hard endpoint studies.

This study has several strengths but also some limitations. To our knowledge, this is the first crossover trial to
assess the variability in TG response to DHA and EPA supplementation taken individually and using the intra-
individual TG variation to assess the response. The results of the present study are specific to a population with
high waist circumference and elevated CRP concentrations only. Also, the sample size was calculated a priori
to compare the effect of DHA and EPA on CRP concentrations and not to characterize the responders to LCn3-
PUFA supplementation. While sufficient to characterize the TG response to DHA and EPA supplementation, the
number of subjects in the study (N=121) may have been insufficient to identify predictors of the TG response.
Participants were asked to maintain their usual dietary habits and were also counselled on how to exclude fatty
fish meals, fish-oil supplements, flax products, walnuts, and LCn3-PUFA-enriched products during the study.
Since the diet was not assessed before the study, we cannot exclude the fact that the background diet may have
influenced the TG variability as well as its response to DHA and/or EPA supplementation. Variability in the
response to interventions in clinical trials may be attributed to non-compliance to treatments. However, since the
mean compliance to supplementation based on returned capsules was higher than 95% for all three phases of
the present study and the changes in DHA and EPA content of red blood cells consistent with the given treatment
(i.e. DHA and EPA respectively)('®), the intra- and inter-individual variability in the TG response observed in this

study seems more likely attributable to other factors rather than a consequence of the non-compliance.

In sum, data from this randomized controlled crossover trial have shown that a small proportion of individuals
present a meaningful reduction in TG concentration after supplementation with either high-dose DHA or EPA.
The greater reduction in TG concentrations after DHA compared with EPA is mainly explained by a greater
proportion of responders to DHA than to EPA. In this population at risk of CVD, participants with high TG, non-
HDL-C and insulin concentrations at baseline and those with TG levels that appear to be less variable were
more likely to present a concordant reduction in TG concentrations after both DHA and EPA supplementation.
In light of the present data and of data from the REDUCE-IT study, further studies must be conducted to better
identify individuals who may benefit from DHA and EPA supplementation and to compare the effect of DHA and

EPA on the risk of cardiovascular outcomes.
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Tables

Table 7.1 Characteristics at screening of the 121 subjects included in the analyses

Men Women

N=36 N=85
Age, years 58(10) 52(16)
Body massindex, kg/m? 29.5(3.6) 28.9(4.2)
Waist circumference, cm 106.2(8.3) 97.4(9.5)
Systolic blood pressure, mm HG 118.3(12.7) 110.5(12.2)
Diastolic blood pressure, nm HG 77.5(8.9) 70.5(7.4)
Total cholesterol, mmol/L 4.9(0.8) 5.5(0.9)
LDL-C, mmol/L 3.0(0.7) 3.2(0.8)
HDL-C, mmol/L 1.3(0.3) 1.7(0.4)
Triglycerides, mmol/L 1.4(0.8) 1.4(0.7)
C-reactive protein, mg/L 2.8(1.8) 3.5(2.4)
Glucose, mmol/L 5.5(1.0) 5.2(0.8)
% with metabolic syndrome (n) 22(8) 16(14)

Values are expressed as means (SD) unless stated otherwise.
HDL-C: high-density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low-density lipoprotein cholesterol.
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Table 7.2 Characteristics after the control phase of participants with a concordant reduction in
triglyceride concentrations after both DHA and EPA supplementation and of participants among other
categories of responders to DHA and EPA

Participants with a Other
concordant TG reduction participants P-value$
N=32 N=89
Age, years 56(16) 53(14) 0.19
Female, % (n) 22(26) 49(59) 0.12
Body massindex, kg/m? * 28.4(3.9) 29.6(4.3) 0.26
Waist cirumference, cm 99.3(10.5) 100.9(11.0) 0.63
Systolic blood pressure, mm HG 117.1(12.6) 115.6(13.3) 0.36
Diastolic blood pressure, mm HG 71.2(8.6) 69.6(10.2) 0.19
Total cholesterol, mmol/L 5.54(0.84) 5.04(0.92) 0.06
LDL-Cmmol/L 3.14(0.77) 2.95(0.80) 0.58
Total apolipoprotein B100, g/L * 1.46(0.52) 1.26(0.36) 0.06
HDL-C, mmol/L 1.52(0.40) 1.54(0.42) 0.28
Non-HDL-C, mmol/L 4.01(0.94) 3.50(0.83) 0.02
Triglycerides, mmol/L * 1.90(0.70) 1.21(0.53) <0.001
Mean LDL size, A 252.19(2.53) 251.85(2.42) 091
LDL peak size, A 251.80(2.71) 251.55(2.73) 0.94
% small LDL 65.0(14.5) 71.0(13.0) 0.09
% large LDL* 11.5(6.6) 8.4(5.7) 0.03
PCSK9, ng/mL 241.35(56.81) 203.00(63.46) 0.02
% with metabolic syndrome (n) 10(12) 15(18) 0.06
C-reactive protein, mg/L *, 2.72(1.93) 3.15(2.21) 0.67
Adiponectin, mg/L * 6.88(4.72) 7.14(5.34) 0.50
Interleukin-6, pg/mL* 1.60(1.12) 1.64(1.99) 0.91
Interleukin-18,pg/mL* 278.62(153.26) 274.27(135.68) 0.70
TNF-a, pg/mL* 1.16(0.34) 1.41(1.83) 0.69
Glucose, mmol/L * 5.31(0.69) 5.41(1.01) 0.76
Insulin, pmol/L * 110.34(47.10) 98.40(50.01) 0.03
% N3 in red blood cells 9.44(1.08) 9.36(0.12) 0.75
% EPA inred blood cells 0.91(0.26) 0.88(0.28) 0.97
% DPA in red blood cells 3.01(0.10) 2.92(0.05) 0.59
% DHA in red blood cells 5.31(0.84) 5.38(1.11) 0.48
EPA intakes, mg/d *,} 66.0(53.2) 77.4(73.2) 0.38
DHA intakes, mg/d *,1 94.3(64.8) 114.3(102.8) 0.43

Values are expressed as unadjusted means (SD) unless stated otherwise. Concordant reduction group are
individuals with a reduction in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L after both DHA and EPA. Other
responders group includes all other individuals.

DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; N3: long-chain
omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
* Analyses were performed on log-tranformed values due to the skewness of the distribution.

T N =29 for the concordant reduction and 84 for other responders due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

T N =27 for concordant reduction and 77 for other responders.

§ P-values were obtained with generalized linear models for continuous values or Fisher's exact tests for
proportions. Models were adjusted for age, sex and waist circumference at screening.
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Table 7.3 Anthropometric measures and cardiometabolic risk factors of the different groups of
responders to DHA supplementation after the control phase

Responders .
(reduction in TG) N““;eips";‘de“ I“”eN"iel“(; TG P-value
N=54
Age, years 55 (15) 53 (14) 48 (14) 0.08
% Female (n) 78 (42) 67 (38) 50 (5) 0.15
Body massindex, kg/m? 28.48 (3.69) 29.13 (3.52) 34.59 (6.52) 0.11
Waist cirumference, cm 98.83 (9.87)2 99.81 (10.22)2 112.64 (12.33)° <0.01
Systolic BP, mmHG 116.50 (11.15) 114.51 (13.72) 121.87 (17.88) 0.51
Diastolic BP, mmHG 70.56 (9.29) 68.98 (10.05) 72.87 (11.15) 0.45
Total cholesterol, mmol/L 5.44 (0.88)2 5.09 (0.88)=b 4.21 (0.69)® 0.02
LDL-C, mmol/L 3.07 (0.80) 3.04 (0.79) 2.38 (0.57) 0.23
Totalapo B, g/L 1.41 (0.48) 1.26 (0.34) 1.12 (0.40) 0.12
HDL-C, mmol/L 1.55 (0.43) 1.56 (0.39) 1.33 (0.40) 0.69
Non HDL-C, mmol/L 3.88 (0.93)¢@ 3.54 (0.81)ab 2.88 (0.47)® 0.03
Triglyceride, mmol/L* 1.77 (0.64)2 1.08 (0.52)® 1.09 (0.34)® <0.001
Mean LDL size, A 252.10 (2.44) 251.95 (2.41) 251.01 (2.68) 0.85
LDL peak size, A 251.78 (2.54) 251.61 (2.87) 250.73 (2.85) 0.85
% small LDL 67.03 (14.08) 70.52 (13.08) 76.16 (12.29) 0.33
% large LDL* 10.44 (6.35) 8.54 (5.91) 6.05 (3.67) 0.32
% with metabolic syndrome (n) 26 (14) 14 (8) 0 (0) 0.08
PCSK9, ng/mL 239.43 (54.9)° 194.22 (62.88)° 179.04 (65.47)*> <0.01
C-reactive protein, mg/L *, 2.82 (1.95) 2.91 (2.07) 4.85 (2.73) 0.30
Adiponectin, mg/L * 6.84 (4.85) 7.38 (5.41) 6.57 (5.83) 0.54
IL-6, pg/mL * 1.66 (1.12) 1.59 (2.38) 1.69 (0.71) 0.47
IL-18, pg/mL * 280.98 (151.03) 268.52 (125.78) 284.72 (166.16) 0.69
TNF-a, pg/mL * 1.52 (2.26) 1.21 (0.67) 1.21 (0.27) 0.53
Glucose, mmol/L * 5.33 (0.69) 5.44 (1.18) 5.32 (0.46) 0.55
Insulin, pmol/L * 107.11 (51.62)2 91.16 (42.57)® 130.90 (60.61) b 0.03
% N3 inred blood cells 9.54 (1.05) 9.54 (1.29) 9.30 (1.26) 0.55
% EPA inred blood cells 0.91 (0.26) 0.91 (0.29) 0.92 (0.25) 0.54
% DPA inred blood cells 2.97 (0.56) 2.97 (0.43) 2.94 (0.36) 0.80
% DHA in red blood cells 5.46 (0.92) 5.46 (1.16) 5.26 (1.05) 0.77

Values are expressed as unadjusted means (SD) unless stated otherwise.

The responders group includes individuals with a reduction in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L
after DHA (vs. control). The non-responders group includes individuals with a change in TG concentrations
between -0.25 and +0.25 mmol/L after DHA (vs. control). The increase group includes individuals with an
increase in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L after DHA (vs. control).

P values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with
Tukey-Kramer) and are adjusted for age, sex, and waist circumference after the control phase for continuous
values and using Fisher's exact tests for proportions.

Values with different superscript letters are different from each other, P < 0.05.

Apo: apolipoprotein; BP: blood pressure; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA:
eicosapentaenoic acid; IL: interleukin; N3: long-chain omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

* Analyses were performed on log-tranformed values due to the skewness of the distribution.

T N =48 for the responders (reduction) and 55 for non-responders due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

T Main treatment P-values for the comparison between groups were determined by the main effect.
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Table 7.4 Change in anthropometric variables and in cardiometabolic risk factors among the different
groups of responders to DHA supplementation (vs. control)

Responders P-value P-value . P-value
. Non-responders Increasein TG
(TG reduction)  vs. control N=57 vs. control N=10 vs. control
N =54 8 5§ 8
Body massindex, kg/m? * -0.26 (0.10)¢ 0.03 +0.18 (0.10) b 0.04 +0.62 (0.26) b <0.01
Waist cirumference, cm -0.86 (0.53) 0.16 +0.17 (0.53) 0.56 +1.01 (1.24) 0.09
Systolic BP, mmHG -0.40 (1.19) 0.92 -1.80 (1.09) 0.10 +1.97 (2.33) 0.28
Diastolic BP, mmHG -2.36 (0.84) 0.04 -1.25 (0.90) 0.08 +1.47 (1.98) 0.46
Total cholesterol, mmol/L -0.07 (0.08)* 0.69 +0.28 (0.07) b <0.01 +0.61 (0.20)b< <0.01
LDL-C, mmol/L +0.07 (0.07) 0.12 +0.22 (0.06) <0.01 +0.33 (0.21) 0.06
Totalapo B, g/L -0.03 (0.03) 0.57 +0.07 (0.03) 0.05 +0.19 (0.07) 0.05
HDL-C, mmol/L +0.13 (0.03) 0.001 +0.08 (0.03) 0.01 +0.09 (0.05) 0.05
Non HDL-C, mmol/L -0.12 (0.06) 0.06 +0.20 (0.06) b= <0.01 +0.53 (0.21)be <0.01
Triglyceride, mmol/L -0.59 (0.04)2 <0.001 -0.05 (0.02)°® <0.001 +0.42 (0.06)¢ <0.001
Mean LDL size, A +0.04 (0.27) 0.99 +0.55 (0.26) 0.04 +0.68 (0.74) 0.44
LDL peak size, A +0.44 (0.29) 0.14 +0.77 (0.27) <0.01 +1.04 (0.76) 0.19
% small LDL +0.94 (1.70) 0.49 -3.17 (1.35) 0.06 -2.02 (2.96) 0.62
% large LDL -0.94 (0.75) 0.17 +1.10 (0.60) 0.16 +0.01 (1.23) 0.90
PCSK9, ng/mL -40.12 (6.77) <0.001 -12.34 (5.97) <0.001 -11.53 (11.42) 0.01
C-reactive protein, mg/L *- -0.33 (0.20) 0.02 -0.14 (0.20) 0.04 -0.47 (0.45) 0.65
Adiponectin, mg/L * +0.02 (0.19) 0.74 +0.37 (0.22) 0.04 +0.54 (0.19) 0.09
IL-6, pg/mL * -0.18 (0.24) 0.04 -0.27 (0.31) 0.04 -0.10 (0.06) 0.22
IL-18, pg/mL * -35.07 (10.00) 0.003 -1.14 (11.5) 0.75 -28.96 (18.46) 0.47
TNF-a, pg/mL * -0.40 (0.31) 0.07 -0.06 (0.10) 0.06 +0.23 (0.17) 0.86
Glucose, mmol/L * +0.05 (0.04) 0.15 +0.15 (0.06) <0.01 +0.26 (0.07) 0.02
Insulin, pmol/L * -10.30 (4.74) 0.10 +1.82 (3.11) 0.83 +18.10 (16.07) 0.30
% N3 in red blood cells +4.87 (0.20) <0.001 +4.66 (0.16) <0.001 +4.24 (0.38) <0.001
% EPA inred blood cells +0.63 (0.05) <0.001 +0.60 (0.03) <0.001 +0.47 (0.11) <0.001
% DPA inred blood cells -0.85 (0.07) <0.001 -0.78 (0.05) <0.001 -0.79 (0.16) <0.001
% DHA in red blood cells +5.11 (0.20) <0.001 +4.84 (0.16) <0.001 +4.56 (0.40) <0.001

Values are unadjusted means (SEM).
The responders group includes individuals with a reduction in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L
after DHA (vs. control). The non-responders group includes individuals with a change in TG concentrations
between -0.25 and +0.25 mmol/L after DHA (vs. control). The increase group includes individuals with an

increase in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L after DHA (vs. control).
P-values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with

Tukey-Kramer).

Values with different superscript letters are different from each other, P < 0.05.
Apo: apolipoprotein; BP: blood pressure; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA:
eicosapentaenoic acid; IL: interleukin; N3: long-chain omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
* Analyses were performed on log-transformed values due to the skewness of the distribution.
T N =46 for the responders (reduction) and 54 for non-responders due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

T Adjusted for age, sex, waist circumference at screening and value of the variable of interest after the control

phase.

§ P-values for DHA and EPA changes compared with control values in the outcome were determined with the
LSMEANS statement and were tested against the null hypothesis.
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Table 7.5 Anthropometric variables and in cardiometabolic risk factors among the different groups of
responders to EPA supplementation after the control phase

(redef:z(:)Irlldiflr;G) Non-responders Increasein TG P value
_ N =69 N=13
N=39
Age, years 54 (16) 54 (14) 51 (12) 0.58
% Female (n) 77 (30) 71 (49) 46 (6) 0.11
Body massindex, kg/m? * 28.41 (4.02) 29.86 (4.48) 28.93 (2.69) 0.58
Waist cirumference, cm 98.43 (11.07) 101.51 (11.21) 100.74 (7.09) 0.35
Systolic BP, mmHG 116.58 (13.16) 116.56 (12.88) 111.36 (13.9) 0.17
Diastolic BP, mmHG 70.45 (9.70) 70.52 (9.80) 65.92 (9.83) 0.13
Total cholesterol, mmol/L 5.38 (0.92)2 5.19 (0.93)=b 4.46 (0.46)" 0.04
LDL-C, mmol/L 3.07 (0.79) 3.04 (0.82) 2.57 (0.52) 0.23
Totalapo B, g/L * 1.42 (0.49) 1.28 (0.38) 1.19 (0.34) 0.18
HDL-C, mmol/L 1.49 (0.41) 1.60 (0.42) 1.36 (0.28) 0.06
Non HDL-C, mmol/L 3.90 (0.95)2 3.59 (0.84)ab 3.10 (0.65)® 0.04
Triglyceride, mmol/L * 1.79 (0.68)2 1.21 (0.48)" 1.15 (0.88)" <0.001
Mean LDL size, A 252.03 (2.72) 252.02 (2.31) 251.22 (2.33) 0.81
LDL peak size, A 251.62 (2.90) 251.72 (2.62) 251.06 (2.79) 0.90
% small LDL * 66.20 (14.43) 70.15 (13.51) 75.25 (9.43) 0.20
% large LDL* 10.72 (6.39) 8.64 (5.96) 7.43 (4.99) 0.17
% with metabolic syndrome (n) 31 (12) 10 (7) 23 (3) 0.02
PCSK9, ng/mL 237.70 (66.88)* 204.38 (61.85)° 185.91 (41.33)2b 0.03
C-reactive protein, mg/L *, 2.59 (1.82) 3.32 (2.38) 2.88 (1.53) 0.64
Adiponectin, mg/L * 6.68 (4.62) 7.56 (5.73) 5.68 (3.11) 0.46
IL-6, pg/mL * 2.01 (2.92) 1.48 (0.87) 1.27 (0.58) 0.44
IL-18, pg/mL * 269.87 (148.51) 276.81 (129.57) 284.69 (174.75) 0.90
TNF-a, pg/mL * 1.24 (0.51) 1.43 (2.05) 1.20 (0.52) 0.95
Glucose, mmol/L * 5.29 (0.64) 5.45 (1.13) 5.30 (0.42) 0.90
Insulin, pmol/L * 109.13 (46.64)* 102.01 (52.48) 2P 76.46 (31.36)° <0.01
% N3 in red blood cells 9.38 (1.15) 9.47 (1.24) 8.89 (0.93) 0.45
% EPA inred blood cells 0.90 (0.26) 0.90 (0.28) 0.82 (0.23) 0.90
% DPA in red blood cells 2.96 (0.54) 2.95 (0.47) 2.90 (0.44) 0.99
% DHA in red blood cells 5.33 (0.95) 5.44 (1.15) 5.00 (0.68) 0.45

Values are expressed as unadjusted means (SD) unless stated otherwise.

The responders group includes individuals with a reduction in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L
after EPA (vs. control). The non-responders group includes individuals with a change in TG concentrations
between -0.25 and +0.25 mmol/L after EPA (vs. control). The increase group includes individuals with an
increase in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L after EPA (vs. control).

P values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with
Tukey-Kramer) and are adjusted for age, sex, and waist circumference after the control phase for continuous
values and using Fisher's exact tests for proportions.

Values with different superscript letters are different from each other, P < 0.05.

Apo: apolipoprotein; BP: blood pressure; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA:
eicosapentaenoic acid; IL: interleukin; N3: long-chain omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

* Analyses were performed on log-transformed values due to the skewness of the distribution.

T N = 34 for the responders (reduction) and 65 for non-responders due to exclusions for CRP > 10 mgl/L.

T Main treatment P-values for the comparison between groups were determined by the main effect.
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Table 7.6 Change in anthropometric variables and in cardiometabolic risk factors among the different
groups of responders to EPA supplementation (vs. control)

P-value
Responders P-value P-value .

(reduction in TG) vs. control Non-responders vs. control Increase in TG Vs

_ N =69 N=13 control

N=39 1§ 5§ .5

Body massindex, kg/m? * -0.21 (0.11)® 0.10 +0.06 (0.09) 2P 0.28 +0.40 (0.20)® 0.05
Waist cirumference, cm -0.33 (0.70) 0.46 +0.22 (0.37) 0.35 +0.49 (0.70) 0.53
Systolic BP, mmHG -2.35 (1.43) 0.39 -0.30 (0.98) 0.52 +4.82 (2.30) 0.12
Diastolic BP, mmHG -2.15 (1.00)® 0.15 -0.27 (0.76)»® 0.72 +4.74 (2.04)° 0.04
Total cholesterol, mmol/L -0.14 (0.10)® 0.11 -0.05 (0.05) 0.35 +0.43 (0.14)° 0.03
LDL-C, mmol/L +0.11 (0.08) 0.14 -0.01 (0.04) 0.90 +0.33 (0.14) 0.03
Totalapo B, g/L -0.05 (0.03)# 0.12 +0.02 (0.01)2 0.75 +0.15 (0.05)® <0.01
HDL-C, mmol/L +0.02 (0.03) 0.48 -0.02 (0.02) 0.26 -0.01 (0.04) 0.43
Non HDL-C, mmol/L -0.16 (0.09)® 0.09 -0.02 (0.05)¢ 0.64 +0.44 (0.12)° <0.01
Triglyceride, mmol/L -0.57 (0.05)® <0.001 -0.04 (0.01)® 0.05 +0.40 (0.05)¢ <0.001
Mean LDL size, A -0.20 (0.30) 0.21 -0.39 (0.17) 0.02 -1.12 (0.46) <0.01
LDL peak size, A +0.08 (0.31)° 0.84 -0.28 (0.18) 2P 0.09 -1.27 (0.57)® 0.00
% small LDL * +2.01 (2.10) 0.19 +2.01 (1.07) 0.01 +2.99 (1.98) 0.05
% large LDL * -0.91 (0.88) 0.25 -0.31 (0.53) 0.03 -0.78 (0.73) 0.62
PCSK9, ng/mL -39.90 (8.10) <0.001 -10.72 (6.09) <0.01 +7.61 (10.63) 0.90
C-reactive protein, mg/L *: +0.29 (0.29) 0.98 -0.25 (0.19) 0.12 -0.03 (0.54) 0.52
Adiponectin, mg/L * -0.06 (0.26) 0.24 -0.18 (0.21) 0.02 +0.34 (0.30) 0.20
IL-6, pg/mL * -0.69 (0.44) 0.03 -0.03 (0.12) 0.04 +0.23 (0.47) 0.83
IL-18, pg/mL * -5.18 (10.57)2 0.62 -13.97 (8.78)2 0.55 +77.66 (41.53)° 0.00
TNF-0, pg/mL * -0.17 (0.08) 0.06 -0.18 (0.28) 0.77 +0.48 (0.46) 0.27
Glucose, mmol/L * +0.03 (0.05) 0.08 +0.01 (0.05) 0.09 +0.02 (0.06) 0.89
Insulin, pmol/L * -5.59 (4.92) 0.89 +5.12 (4.66) 0.22 +25.08 (8.41) 0.02
% N3 inred blood cells +6.34 (0.24) <0.001 +5.59 (0.18) <0.001 +5.22 (0.32) <0.001
% EPA in red blood cells +4.27 (0.15) <0.001 +3.82 (0.12) <0.001 +3.50 (0.19) <0.001
% DPA in red blood cells +2.61 (0.10) <0.001 +2.47 (0.07) <0.001 +2.36 (0.22) <0.001
% DHA in red blood cells -0.51 (0.17) <0.01 -0.68 (0.12) <0.001 -0.66 (0.17) 0.06

Values are unadjusted means (SEM).

The responders group includes individuals with a reduction in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L
after EPA (vs. control). The non-responders group includes individuals with a change in TG concentrations
between -0.25 and +0.25 mmol/L after EPA (vs. control). The increase group includes individuals with an
increase in TG concentrations greater than 0.25 mmol/L after EPA (vs. control).

P-values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with
Tukey-Kramer).

Values with different superscript letters are different from each other, P < 0.05.

Apo: apolipoprotein; BP: blood pressure; DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA:
eicosapentaenoic acid; IL: interleukin; N3: long-chain omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase
subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

* Analyses were performed on log-transformed values due to the skewness of the distribution.

T N = 36 for the responders (reduction) and 64 for non-responders due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

T Adjusted for age, sex, waist circumference at screening and value of the variable of interest after the control
phase.

§ P-values for DHA and EPA changes compared with control values in the outcome were determined with the
LSMEANS statement and were tested against the null hypothesis.
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Supplemental Table 7.1 Change in anthropometric variables and cardiometabolic risk factors among
TG responders to both DHA and EPA supplementation

vs.lz(}:grol P-value \:s. EOP:;:;SI P-value vs. P-value DHA vs.
N=32 control #:§ N=32 control :§ EPA 1
Body mass index, kg/m? -0.27(0.11) 0.49 -0.20(0.13) 0.80 0.67
Waist circumference, cm -0.94(0.70) 0.60 -0.59(0.83) 0.92 0.59
Systolic blood pressure, nmHg -2.89(1.53) 0.36 -2.95(1.62) 0.34 0.96
Diastolic blood pressure, nmHg -4.19(1.08) 0.02 -2.59(0.99) 0.20 0.13
Total cholesterol, mmol/L -0.11(0.08) 0.35 -0.20(0.09) 0.08 0.35
LDL-C, mmol/L +0.06(0.07) 0.84 0.08(0.08) 0.64 0.72
Total apolipoprotein B100, g/L -0.06(0.03) 0.24 -0.06(0.03) 0.35 0.78
HDL-C, mmol/L +0.14(0.02) <0.001 -0.01(0.03) 0.89 <0.001
Non-HDL-C, mmol/L -0.11(0.09) 0.02 +0.09(0.09) 0.07 0.54
Triglycerides, mmol/L * -0.67(0.06) <0.001 -0.61(0.06) <0.001 0.22
Mean LDL size, A +0.01(0.37) 0.37 -0.44(0.33) 0.05 0.21
LDL peak size, A +0.53(0.42) 0.50 -0.17(0.34) 0.34 0.07
% small LDL +2.20(2.55) 0.16 +2.88(2.29) 0.11 0.77
% large LDL * -1.63(1.03) 0.002 -1.12(1.02) 0.06 0.08
PCSK9, ng/mL -37.31(10.15) <0.001 -39.14(8.73) <0.001 0.83
C-reactive protein, mg/L *- 0.00(0.20) 0.44 +0.30(0.32) 0.81 0.37
Adiponectin, mg/L +0.11(0.28) 0.91 +0.01(0.24) 0.67 0.63
Interleukin-6, pg/mL* -0.25(0.18) 0.16 -0.31(0.19) 0.08 0.54
Interleukin-18,pg/mL* -36.79(9.83) <0.001 -10.60(10.56) 0.04 0.02
TNF-a, pg/mL* -0.04(0.13) 0.77 -0.15(0.07) 0.32 0.19
Glucose, mmol/L * +0.05(0.04) 0.39 +0.02(0.05) 0.76 0.54
Insulin, pmol/L * -10.06(6.51) 0.07 -4.63(5.89) 0.58 0.29

Values are expressed as unadjusted means (SEM).

DHA: docosahexaenoic acid; DPA: docosapentaenoic acid; EPA: eicosapentaenoic acid; N3: long-chain
omega-3 fatty acids; PCSK9: proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
* Analyses were performed on log-tranformed values due to the skewness of the distribution.

1 n =28 for DHA and 29 for EPA due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

T P-values were obtained with generalized linear models for repeated measurements for continuous values or
Fisher's exact tests for proportions. Models were adjusted for age, sex and waist circumference at screening
and the respective value after the control phase.

§ P-values for EPA and DHA changes compared with control values in the outcome were determined with the
LSMEANS statement and were tested against the null hypothesis.

1 Main treatment P-values for the comparison between EPA and DHA changes compared with control values
in the outcome were determined by the main treatment effect.
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Supplemental Table 7.2 Gene expression of lipid metabolism after DHA and EPA, vs. control (N=44)

P-value
0, ) 0, =
Gene Control DHA % vs.  Povalue vs. EPA vovs.  Pevaluevs. 000
control  control ™ control  control ** EPA™
HMG CoA
reductase 1884 (396) 1971 (449) +5% 0.25 1911 (498) +1% 0.72 0.46
LDL receptor 387 (146) 367 (95) -5% 0.27 374 (104) -3% 0.45 0.68
SREBPI1c 1995 (518) 2015 (478) +1% 0.83 2003 (473) 0% 0.96 0.83
SREBP2 2485 (661) 2456 (526) -1% 0.72 2436 (415) -2% 0.57 0.80

Values are expressed as unadjusted means (SD). For each gene, expression is presented as no. of copies of
mRNA normalized for the expression of the housekeeping gene glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

(GADPH).

HMG-CoA reductase: 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase; LDL: low-density lipoprotein;

SREBP: sterol regulatory element-binding protein.

* P-values were obtained with generalized linear models for repeated measurements for continuous values or
Fisher's exact tests for proportions. Models were adjusted for age, sex and waist circumference at screening.
T P-values for DHA and EPA changes compared with control values in the outcome were determined with the

LSMEANS statement and were tested against the null hypothesis.

T Main treatment P-values for the comparison between DHA and EPA changes compared with control values

in the outcome were determined by the main treatment effect.
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Figure
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Figure 7.1 Individual change in TG (vs. control) after DHA and EPA supplementation

One column represents one subject. Data are sorted to show the range of variation in the TG response after

both DHA (black) and EPA (white). The grey zone represents the intra-individual variation range of + 0.25
mmol/L. Values in brackets are 95% confidence intervals. After DHA: 45% (N=54) were responders, 47% (N=57)
were non-responders and 8% (N=10) had an increase in TG greater than 0.25 mmol/L. After EPA: 32% (N=39)

were responders 57% (N=69) were non-responders and 11% (N=13) had an increase in TG greater than 0.25

mmol/L.
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Chapitre 8 Comparaison de la réponse du
cholestérol des LDL a une supplémentation en EPA
et en DHA

Janie Allaire, Cécile Vors, William S Harris, Kristina Harris Jackson, André Tchernof, Patrick Couture, Benoit

Lamarche

L’article présenté dans ce chapitre s'intitule: Is the increase in LDL-C after high-dose supplementation with either

DHA or EPA consistent, and should we worry about it? The ComparED study.

Cet article a été soumis pour publication dans The Journal of Nutrition le 7 mai 2019.
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Résumé

La supplémentation en acide docosahexaénoique (DHA) augmente les concentrations sériques de C-LDL de
fagon plus importante qu’'une supplémentation en acide eicosapentaénoique (EPA). Or, il semble y avoir une
importante variabilité intra- et inter- individuelle en réponse a chacun de ces deux acides gras. L'objectif de cette
étude était de caractériser la variabilité intra- et inter- individuelle dans la réponse du C-LDL a une
supplémentation en DHA et en EPA. Un total de 154 individus ont été assignés de fagon aléatoire a une
séquence de trois phases expérimentales de 2,7 g par jour d’'EPA, 2,7 g par jour de DHA et 3 g par jour d’'huile
de mais a titre de témoin. Chaque phase expérimentale était d’'une durée de 10 semaines et les phases étaient
séparées par une période libre de 9 semaines. La variation quotidienne moyenne des concentrations de C-LDL
a été calculée en utilisant I'écart type de la moyenne des valeurs de triglycérides au « screening » et avant
chacune des trois phases de I'étude. La réponse du C-LDL a une supplémentation en DHA et en EPA est restée
a lintérieur de la variation quotidienne (+ 0,30 mmol/L) chez environ la moitié des participants (51% et 54%
respectivement). Des proportions similaires de participants ont présenté une augmentation de la concentration
de C-LDL supérieure a 0,30 mmol/L apres le DHA (28%) et I'EPA (24%). L’augmentation absolue était plus
grande aprés le DHA qu’aprés 'EPA (DHA : +0,70 mmol/L [IC & 95% +0,60 a +0,80 mmol/L] ; EPA : +0,56
mmol/L [IC a 95% +0,46 & +0,66 mmol/L]) chez ce groupe de répondeurs. Des proportions similaires de
participants ont présenté une diminution de la concentration de C-LDL supérieure a 0,30 mmol/L aprés le DHA
et 'EPA (21% vs 23% respectivement). La diminution du C-LDL était similaire aprés le DHA et 'EPA (DHA : -
0,55 mmol/L [IC a 95% -0,63 a -0,48 mmol/L] ; EPA : -0,62 mmol/L [IC a 95% -0,71 a -0,54 mmol/L]) chez ce
groupe de répondeurs. Bien qu’en moyenne, 'augmentation des concentrations de C-LDL est plus importante
suite & une supplémentation en DHA qu'en EPA, plus de 70% des individus ont présenté une réponse a
lintérieur de la variabilité observée quotidiennement ou ont présenté une diminution des concentrations de C-
LDL aprés le DHA ou I'EPA. Des études supplémentaires sont nécessaires pour documenter comment ces

différences dans la réponse influencent I'effet de 'EPA et du DHA sur le risque cardiovasculaire.
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Abstract

Background: Although supplementation with docosahexaenoic acid (DHA) increases serum LDL-cholesterol
(LDL-C) concentrations more than eicosapentaenoic acid (EPA), there seems to be important intra- and inter-

individual variations in the response to either treatment.

Objective: The objective of this study was to better understand the magnitude of the intra- and inter-individual
LDL-C response to DHA and EPA. In a randomized, double-blind, crossover study, 154 individuals with
abdominal obesity and subclinical inflammation were randomized to a sequence of three 10-week
supplementation phases: 2.7 g/d DHA, 2.7 g/d EPA and 3 g/d corn oil (0 g DHA+EPA), separated by nine-week

washouts.

Methods: As secondary analyses, intra-individual variation in LDL-C concentrations (£0.30 mmol/L), which
accounts for the measurement error as well as biological variability, was calculated as the standard deviation

from the mean of four samples taken at screening and before each phase.

Results: Variation in LDL-C was within the £0.30 mmol/L range in half of participants after DHA (51%) and EPA
(54%). The increase in LDL-C among those with an increase > 0.30 mmol/L (28% of participants after DHA and
24% after EPA) was greater after DHA than after EPA (DHA: +0.70 mmol/L [95%CI +0.60 to +0.80 mmol/L] vs.
EPA: +0.56 mmol/L [95%CI +0.46 to +0.66 mmol/L]). Similar proportions of individuals had their LDL-C reduced
> 0.30 mmol/L after DHA and EPA (21% vs. 23% respectively). The mean reduction in LDL-C in both groups
was also of comparable magnitude (DHA: -0.55 mmol/L [95%CI -0.63 to -0.48 mmol/L]; EPA: -0.62 mmol/L
[95%Cl -0.71 to -0.54 mmol/L]).

Conclusions: Although on average the increase in LDL-C was greater after DHA than after EPA, more than
70% of individuals showed no change or a reduction in LDL-C after either supplement. Futures studies should

document how some but not all individuals may benefit from DHA and EPA supplementation.
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Introduction

Recent evidence from large randomized controlled trials has generated conflicting results regarding the
protective effect of long-chain omega-3 polyunsaturated fatty acid (LCn3-PUFA) supplementation on fatal and
non-fatal vascular events (1). The majority of available studies have used supplements containing mixtures of
docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3) and eicosapentaenoic acid (EPA, 20:5n-3) in various forms and
proportions. DHA and EPA have generally been recommended indiscriminately in the management of
cardiovascular risk (2), but there are important differences in the response to either LCn3-PUFA, including a
greater increase in low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) concentration after DHA than after EPA
supplementation (3, 4). While DHA may exert beneficial effects on a number of other cardiovascular risk factors
such as high-density lipoprotein cholesterol (HDL-C) and triglyceride (TG) concentrations compared with EPA
(3, 4), there is now evidence that supplementation with 4 g/d of EPA alone reduces the risk of cardiovascular
events by 25% among individuals at risk of cardiovascular events (5). The extent to which DHA alone influences

the risk of cardiovascular diseases remains unknown.

The inter-individual variability in the plasma TG response to LCn3-PUFA supplementation has been fairly well
documented in several clinical studies (6-8). This is not the case for LDL-C. One study reported that the LDL-C
response to supplementation with 3 g/d of EPA + DHA varied from -49% to +87% among 55 hyperlipidemic
individuals (9). Such variability accounts for day-to-day fluctuations in LDL-C concentration, which may be as
high as 20% (10-12). Intra-individual variation in LDL-C, which includes biological variation as well as analytical
variation, can be estimated as the average within-subject standard deviation based on two or more
measurements taken on different days, when no change in LDL-C is expected. To our knowledge, no study has
yet assessed the inter- and intra- variability in the LDL-C response to high doses of DHA and EPA. This is not a
trivial issue considering that LDL-C is a key risk factor for cardiovascular disease and that the LCn3-PUFA

supplement is one of the most consumed supplements in United-States (13).

The objectives of this study were to; 1- examine the magnitude of the intra- and the inter-individual LDL-C
response to both DHA and EPA supplementation; 2- examine the change in other risk factors associated with
the LDL-C response to DHA and EPA; and 3- identify characteristics associated with the LDL-C response to
DHA and EPA. Because previous studies have shown that DHA increases LDL-C more than EPA, we
hypothesized that DHA increases LDL-C in a greater proportion of individuals than EPA. We also hypothesized
that individuals with higher LDL-C concentrations at baseline are more likely to present an increase in LDL-C

after DHA and EPA supplementation.

155



Material and Methods
Study design: Details of the study design have been published previously (14). Briefly, we used a double-blind

randomized, controlled crossover design with 3 phases of 3 identical capsules per day providing: 1- 2.7 g/d of
DHA; 2- 2.7 g/d of EPA; and 3- 0 g/d of DHA+EPA (corn oil control). DHA and EPA were provided as 90%
purified re-esterified LCn3-PUFAs. Phases had a median duration of 10 weeks and were separated by nine-
week washouts. Participants were recruited at the Institute of Nutrition and Functional Foods in Quebec City and
were randomized to one of the six sequences of treatments stratified by sex using an in-house computer
program. Allocations to sequences of treatments were concealed to participants as well as to study coordinators
throughout the study. The original and primary objective of this study was to compare the effect of DHA and EPA
on plasma C-reactive protein (CRP) concentrations, and thus, CRP was used as the primary outcome measure
for the sample size calculation (14). A priori sample size calculations indicated that N=150 would be needed to
detect a minimal difference of 10% in plasma CRP concentrations when comparing any two of the three
treatments with a power of 81% and P<0.01 (two-tailed) (14). A total of 154 randomized participants signed an
informed consent document approved by local Ethics Committees at the beginning of the study. The study
protocol was registered March 4, 2013 at ClinicalTrials.gov (NCT01810003). This is a secondary analysis of this

trial.

Study population: Eligibility criteria were to have a high waist circumference (=80 cm for women and >94 cm

for men (15)) and subclinical inflammation (plasma CRP concentration between 1 and 10 mg/L).

Compliance: Compliance to supplementation was high based on accounts of returned supplements (14) as well

as on measurements of DHA and EPA incorporation into red blood cells (16).

Characteristics and risk factors assessment: As indicated previously (14), blood samples were collected after
a 12-h overnight fast at screening, beginning of each treatment phase and on two consecutive days at the end
of each treatment phase. The mean of the two measurements after each phase was used in the analyses for
total cholesterol, LDL-C, HDL-C, TG, total apolipoprotein B (apo B), CRP, adiponectin and interleukin-6 (IL-6)
(14). Tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and interleukin-18 (IL-18) were measured once. Methods to assess
cardiometabolic outcomes have been published elsewhere (14). Serum non-HDL-C concentration was
calculated as the difference between total serum cholesterol concentrations and HDL-C concentrations. Serum
LDL-C concentrations were calculated using the Friedewald Equation. Non-denaturing 2%-16% polyacrylamide
gradient gel electrophoresis was used to characterize various features of the LDL particle size phenotype (17),
including LDL peak particle size and mean LDL particle size as well as the proportion of LDL in the various size
categories (small and large). The homeostatic model assessment of insulin resistance (HOMA-IR) was

calculated using the formula developed by Matthews et al (18).
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All personnel involved in the intervention and the measurements of the study outcomes were blinded to

treatments.

Statistical analyses: The primary objective of this study was to compare the effect of DHA and EPA on
inflammation markers (14). Because polyunsaturated omega-6 fatty acids exert neutral effect on inflammation
markers (19), corn oil was selected as the control treatment for this randomized controlled trial. However, 10-
week corn oil supplementation decreased LDL-C compared to baseline (-0.15 mmol/L, P<0.01, not shown).
Thus, we used data from the DHA and EPA phases only for the specific purpose of this study. The effects of
DHA and EPA supplementation on serum LDL-C concentrations were calculated as the difference between the

post-treatment minus pre-treatment values for both DHA and EPA treatments.

Intra-individual variation in serum LDL-C concentrations, reflecting usual biological fluctuations as well as
analytical variation, was calculated as the standard deviation (xSD mmol/L) of the mean of four samples taken
at screening and before the three study phases. The mean intra-individual variation in LDL-C concentrations
was £0.30 mmol/L. Participants were separated in three different groups according to their LDL-C response to
DHA and EPA supplementation; those among whom the reduction in serum LDL-C was greater than 0.30 mmol/L
(favorable response, i.e. LDL-C reduction), those among whom LDL-C variation was within £0.30 mmol/L (non-
responders, i.e. no change in LDL-C) and those among whom the increase in serum LDL-C was greater than

0.30 mmol/L (unfavorable response, i.e. increase in LDL-C).

The differences in baseline characteristics and risk factors among the various LDL-C responder groups after
each treatment (DHA and EPA) were assessed using generalized linear models (proc MIXED with a Variance
Components covariance matrix). Categorical variables were compared using Fisher's exact test. Changes in
anthropometric measurements and risk factors after DHA and EPA supplementation among the LDL-C
responder groups were compared using generalized linear models (proc MIXED with a Variance Components
covariance matrix). Models were adjusted for age, sex, waist circumference at screening and the baseline value
of the variable of interest before the specific treatment. The skewness of the distribution of the model residuals
was assessed and data were transformed when required. All analyses were computed using SAS (v9.3, Cary,
NC).
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Results

Participants’ characteristics

Of the 154 individuals randomized to the treatment sequences, 121 participants completed all three study
phases between April 3, 2013 and June 19, 2015. Screening, pre-treatment and post-treatment LDL-C data
were available for 119 participants for both the EPA and DHA phases. Characteristics of the 119 participants at
screening are presented in Table 1. As per our recruitment criteria, men and women had a high waist
circumference (mean (SD) 106 + 8 and 97 + 10 cm respectively) and plasma CRP concentrations of 2.8 + 1.9
and 3.5 £ 2.4 mg/L respectively but were otherwise healthy. Participants had serum TG and LDL-C

concentrations within the normal range.
LDL-C response to DHA and EPA

The LDL-C response to DHA and EPA supplementation compared with the treatment-specific baseline value is
presented in Figure 1. Change in LDL-C concentrations was within the £0.30 mmol/L range in approximately
half of participants after DHA (51%) and EPA (54%). LDL-C increased by more than 0.30 mmol/L in 28% of
participants after DHA (mean increase: +0.70 mmol/L [95% CI +0.60 to +0.80 mmol/L]) and in 24% of participants
after EPA (+0.56 mmol/L [95% CI +0.46 to +0.66 mmol/L]). Similar proportions of individuals had a reduction in
LDL-C greater than 0.30 mmol/L after DHA and EPA (21% vs. 23%), also with similar mean absolute reduction
in LDL-C (DHA: -0.55 mmol/L [95% CI -0.63 to -0.48 mmol/L]; EPA: -0.62 mmol/L [95% CI -0.71 to -0.54
mmol/L]). A total of 8% of participants presented a concordant increase in LDL-C after both DHA and EPA, 29%
were non-responders to both treatments and 6% had a reduction in LDL-C after both DHA and EPA (data not
shown). Thus, 57% had a discordant response to DHA and EPA (data not shown).

Determinants of the LDL-C response to DHA and EPA

None of the baseline characteristics of participants were associated with their LDL-C response to DHA (Table
2). On the other hand, individuals among whom LDL-C concentrations were increased after EPA had a lower
baseline body mass index (BMI), systolic blood pressure and CRP concentrations compared with non-
responders to EPA (P=0.003, 0.01 and 0.03 respectively, Table 3). They also had lower total cholesterol
concentrations and LDL-C concentrations at baseline than participants with a reduction in LDL-C after EPA
(P=0.03 and 0.02 respectively).

Cardiometabolic changes associated with the LDL-C response to DHA and EPA
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Individuals among whom LDL-C concentrations increased after DHA also presented an increase in total
cholesterol (+14.4%), total apo B (+17.8%) and non-HDL-C (+16.8%) compared to non-responders and to those
with a reduction in LDL-C (Table 4, all P<0.0001). They also presented increases in HDL-C (+10.6%) and IL-6
(+10.5%) concentrations that were greater than among participants with a reduction in LDL-C (Table 4, all
P<0.05). Individuals with an increase in LDL-C after EPA supplementation showed increases in total cholesterol
(+11.4%) and in non-HDL-C (+15.5%) concentrations compared to individuals with a reduction in LDL-C or to
non-responders (Table 5, all P<0.0001). Individuals with an increase in LDL-C after EPA supplementation also
presented an increase in blood glucose (+3.7%) that was greater than that of individuals with a reduction in LDL-
C after EPA (P=0.03). The reduction in TG concentration was similar among the various groups of responders
after both DHA and EPA supplementation (Tables 4 and 5) and the change in LDL-C concentrations was not

correlated with the change in TG concentrations (data not shown).
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Discussion

Most previous clinical studies have reported neutral effects of LCn3-PUFA supplementation on the risk of
cardiovascular events (1). However, recent evidence from The Reduction of Cardiovascular Events with
Icosapent Ethyl-Intervention Trial (REDUCE-IT) indicated that supplementation with 4 g/d of EPA alone reduces
the risk of cardiovascular events by 25% in high-risk individuals (5). The impact of DHA supplementation alone
in studies with hard endpoints has not been investigated yet. LCn3-PUFAs are known to increase LDL-C
concentrations, with greater effects of DHA compared with EPA, thus emphasizing the importance to better
understand the impact of such differences from a cardiovascular disease prevention perspective. To the best of
our knowledge, this is the first study to characterize the variability and to identify predictors of the LDL-C
response to high doses of DHA and EPA. In this double-blind randomized crossover study, supplementation
with 2.7 g/d of DHA and 2.7 g/d of EPA produced an increase in LDL-C in a similar proportion of participants,
approximately 25%. However, the absolute increase in LDL-C was greater after DHA than after EPA among
those with such an unfavorable response. The increase in LDL-C concentrations was also associated with an
increase in other cholesterol-related variables after both DHA and EPA supplementation. Importantly, almost
50% of individuals experienced no meaningful change in LDL-C concentrations after DHA or EPA

supplementation, while both meaningfully reduced LDL-C concentrations in more than 20% of individuals.

Increased LDL-C concentration is an independent and strong predictor of cardiovascular risk (20, 21), despite
the fact that visit-to-visit LDL-C concentration may vary by more than 20% (12) and a large inter-individual
variations in the LDL-C response to statin regimen (22, 23). Here, we used the standard deviation of four
untreated LDL-C measurements to determine its coefficient of variation in our sample of participants. This metric
comprises both analytical and biological variations. We have previously shown that, compared with the corn oil
control, the mean increase in LDL-C concentrations was greater after DHA than after EPA supplementation
(+0.16 mmol/L vs. +0.07 mmol/L respectively, P=0.038) (14). The present study reveals that even if DHA and
EPA increase LDL-C concentrations in a similar proportion of individuals, this increase remains more important
after DHA than after EPA among those in whom LDL-C is increased. The proportions of individuals with an
increased in LDL-C after DHA (28%) or EPA (24%) were, of course, lower than proportions seen if we had used
a threshold of zero mmol/L as a cutoff to mark a “meaningful’ LDL-C increase (55% and 49% for DHA and EPA
respectively, not shown). Thus, almost half of individuals with an increase in LDL-C > 0 mmol/L after DHA and
EPA are in fact non-responders to DHA and EPA supplementation. These observations first emphasize the
importance of not considering only the mean change in LDL-C after supplementation with LCn3-PUFA, but also
to consider the “usual” variation of a biomarker to assess the effect of a diet or a treatment on key cardiometabolic

risk factors.
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Common polymorphisms related to the production and catabolism of LDL have been identified as determinants
of the LDL-C response to statin regimen (24). But to our knowledge, data on the effect of various gene
polymorphisms on the LDL-C response to DHA and EPA are still missing. One study reported the impact of the
apo E genotype on the response of various cardiovascular risk factors to four weeks of supplementation with
EPA- and DHA- rich oils among 38 normolipidaemic men (25). There was an increase in LDL-C concentrations
in the apo E3/E4 genotype group (P=0.029), but not in the apo E3/E3 genotype group after the DHA treatment
compared with baseline. Authors found no association between the LDL-C response and the apo E genotype
after the EPA treatment. We analyzed the expression of genes involved in lipid metabolism among a subgroup
of participants (N=44) in this study and found that neither DHA nor EPA modified the expression of 3-hydroxy-
3-methyl-glutaryl-coenzyme A reductase (HMG-CoA reductase), LDL-receptor, and sterol regulatory element-
binding protein 1c and 2 (SREBP1 and SREBP2) in whole blood cells compared with the control treatment (26).
Interestingly, the change in LDL-C concentrations was correlated with the expression of the LDL-receptor and
SREBP1c after DHA, but not after EPA (data not shown).

We and others have previously observed that DHA reduces apo CllI production compared with EPA (27, 28).
Apo ClII inhibits the activity of lipoprotein lipase (LPL), an enzyme responsible for lipoprotein-bound and
hydrolysis of very-low density lipoprotein (VLDL) (29). In this study, DHA and EPA had no effect on the
expression of the LPL gene in whole blood cells (30). It has been suggested that the LDL-C raising effect of DHA
is partly due to a reduction in whole body LDL uptake (25) and to an increase in the production of smaller VLDL
particles, which are the precursors of LDL (31). Interestingly, the change in proprotein convertase subtilisin/kexin
type 9 (PCSK9) concentrations was not associated with the change in LDL-receptor gene expression in whole
blood cells after either DHA or EPA compared with the control in this study (26). PCSK9 regulates cholesterol
metabolism by degrading cellular LDL-receptors, thus inhibiting the clearance of LDL from the circulation (32).
In the present study, the different types of responders presented similar PCSK9 concentrations after both DHA
and EPA supplementation (data not shown). We have previously shown that DHA increases the size of LDL as
well as the production and the clearance rate of LDL-apo B100 compared with EPA (27), but that DHA and EPA
equally reduce PCSK9 concentrations (27). Taken together, these observations suggest that DHA and EPA
exert differential effects on LDL metabolism, more specifically on LDL production but perhaps also on LDL
clearance, however to an extent that may be independent of PCSK9. How each of these pathways contributes

to explaining the variability in the LDL-C response to EPA and DHA needs to be further investigated.

The LCn3-PUFA content of red blood cells after DHA and EPA supplementation was similar between the
different groups of responders, suggesting that DHA and EPA absorption and rate of incorporation into cells has
no influence in determining the LDL-C response to DHA and EPA (data not shown). Baseline characteristics

such as age, sex, BMI and baseline LDL-C response have been identified as modulators of the statin-induced
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LDL-C response (33, 34), but none of these characteristics were associated with the increase in LDL-C
concentrations after DHA supplementation in the present study. Participants with an unfavorable LDL-C
response after EPA supplementation had lower BMI, systolic blood pressure, total cholesterol and LDL-C
concentrations at baseline. On the other hand, participants with a favorable LDL-C response after EPA
supplementation were those who had elevated LDL-C concentrations at baseline. These observations suggest
that high-risk participants (i.e. those with the highest LDL-C concentrations at baseline) are those who may
benefit more from EPA supplementation. Importantly, we observed that the reduction in LDL-C concentrations
was associated with a concomitant improvement in other cardiovascular risk factors after supplementation with
either DHA or EPA. The LDL-C response showed no parallel association with the TG response to DHA and EPA
supplementation, with all groups having similar TG reductions after both treatments. Because our study
participants had normal TG concentrations at baseline, LCn3-PUFA supplements are not necessarily indicated,
and our current observations must be validated in individuals with high TG concentrations, who are a more

traditional target population for LCn3-PUFA supplementation.

Key strengths of this randomized trial include the crossover design, the large number of participants and the
high compliance to treatments. Non-adherence to treatments is probably one of the most important factors
influencing the variability in the cardiometabolic response to interventions in clinical trials. However, the mean
compliance measured both by counting returned supplements and incorporation of DHA and EPA in red blood
cells was high in all arms of this study (14). Thus, the variability in the LDL-C response seen in this analysis is
likely attributable to factors other than variability in the compliance to treatments. The number of participants in
the study (N=119) may have been sufficient to characterize the LDL-C response to DHA and EPA
supplementation, but insufficient to identify predictors of the LDL-C response to either supplement. The primary
objective of this randomized controlled trial was to compare the effect of DHA and EPA supplementation on
inflammation markers. Because the control treatment with corn oil decreased LDL-C concentration by -0.15
mmol/L compared with baseline value (P=0.001, not shown), only data from the EPA and the DHA phase were
used in our analysis. However, the baseline value of DHA and EPA was similar (3.08 + 0.07 mmol/L for DHA
and 3.08 £ 0.07 mmol/L for EPA).

In conclusion, data from this randomized crossover trial have demonstrated that approximately 25% of
individuals show an unfavorable serum LDL-C response to supplementation with either DHA and EPA, while
more than 50% have no meaningful change in LDL-C. We could not identify predictors of an increase in LDL-C
after DHA supplementation, whereas individuals with an increase in LDL-C after EPA supplementation were
those with a favorable baseline lipid profile. A reduction in LDL-C after either DHA or EPA supplementation was
seen in approximately 25% of individuals and was accompanied with an improvement in several other

cardiovascular risk factors. Previous clinical studies have consistently shown neutral effects of LCn3-PUFA
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supplementation combining EPA and DHA in various proportions on cardiovascular events (1). Data from
REDUCE-IT have challenged the field by demonstrating cardiovascular benefits after supplementation with high-
dose EPA (5). Futures studies are needed to identify individuals most likely to benefit from DHA and EPA

supplementation taken individually in terms of cardiovascular prevention.
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Tables

Table 8.1 Characteristics at screening of the 119 subjects included in the analyses

Men Women

(N=36) (N=83)
Age, years 58 £ 10 51 £ 16
Body mass index, kg/m? 2945 + 3.59 2893 + 4.25
Waist circumference, cm 106.17 + 8.32 97.31 £ 9.60
Systolic blood pressure, mm HG 118.25 = 12.74 110.30 = 12.24
Diastolic blood pressure, mm HG 77.51 + 8.86 70.32 + 7.44
Total cholesterol, mmol/L 487 + 0.81 548 + 0.87
LDL-C, mmol/L * 295 + 0.70 3.17 £ 0.81
HDL-C, mmol/L 1.28 + 0.29 1.68 + 0.38
Triglycerides, mmol/L 1.41 £ 0.77 1.36 £ 0.62
C-reactive protein, mg/L 2.78 + 1.85 343 + 2.39
Glucose, mmol/L 5.52 £ 1.02 5.20 £ 0.75
% with metabolic syndrome (n) 56 (20) 37(31)

Values are expressed as means £ SD unless stated otherwise.

*N = 35 for men.

HDL-C: high density lipoprotein cholesterol; LDL-C: low density lipoprotein cholesterol
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Table 8.2 Baseline characteristics of groups with a different LDL-C response to DHA supplementation

LDL-C response

Favorable response

Non-responders

Unfavorable response

(N=25) (N=61) (N=33) P-value
Age, years 51.8+£15.5 53.1+ 153 547+ 13.2 0.83
Female, % (n) 84 (21) 66 (40) 67 (22) 0.25
Post-menopausic, % (n) 16 (13) 30(25) 19 (16) 0.73
Body massindex, kg/m? * 29.4+ 4.1 29.3+4.6 287+ 3.5 0.74
Waist cirumference, cm 99.4+ 11.3 100.2+11.7 99.6+ 10.3 0.68
Systolic blood pressure, mm HG 112.5+ 11.1 116.2+13.7 117.9+ 13.5 0.43
Diastolic blood pressure, nm HG 68.5+ 8.6 70.4+9.2 70.4+ 11.5 0.75
Total cholesterol, mmol/L 55+ 0.8 5.2+0.9 52+ 0.8 0.16
LDL-C, mmol/L 3.3+ 0.7 3.0£0.8 3.0+ 0.7 0.26
Totalapo B, g/L 1.3£0.3 1.3£0.4 1.4+ 0.5 0.93
Mean LDL size, A 252.1+ 3.1 252.242.9 251.7+ 2.8 0.64
LDL peak, A 252.0+ 3.6 251.9+2.9 2513+ 3.1 0.60
Prop. large LDL, % * 9.5+£93 9.9+9.7 8.9+ 6.9 0.88
Prop. small LDL, % * 70.2+ 16.9 68.8+18.0 70.7+ 15.4 0.75
HDL-C, mmol/L 1.7+ 0.4 1.5+0.4 1.5+ 04 0.18
Non-HDL-C, mmol/L 3.9+ 0.8 3.6+0.8 3.7+ 0.8 0.45
Triglycerides, mmol/L * 1.3+ 0.5 1.3£0.6 1.5+ 0.6 0.52
% with metabolic syndrome (n) 8(2) 15(9) 27(9) 0.15
C-reactive protein, mg/L *, 2.842.6 3.1+ 23 32+1.9 0.07
Adiponectin, mg/L * 8.7+7.6 7.1+ 4.6 6.3+4.5 0.41
IL-6, pmol/L * 1.6£1.9 1.6+ 1.1 1.7+1.1 0.34
IL-18, pmol/L * 243.7+175.5 278.9+ 143.6 267.2+87.8 0.43
TNF-alpha, pmol/L * 1.1+0.4 1.3+ 1.4 1.3+0.4 0.29
Glucose, mmol/L * 52+0.4 54+ 0.9 54+£1.0 0.55
Insulin, pmol/L * 86.8+39.1 105.6+ 48.1 103.7+60.3 0.07
HOMA-IR * 2.9+1.3 3.8+ 2.6 3.8+3.0 0.07

Values are unadjusted means * SD.
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The favorable response group includes individuals with a reduction in LDL-C greater than 0.30 mmol/L after DHA. The non-responders group includes individuals
with a change in LDL-C within the £0.30 mmol/L range after DHA. The unfavorable response group includes individuals with an increase in LDL-C concentrations
greater than 0.30 mmol/L after DHA.

P-values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with Tukey-Kramer) for continuous values or Fisher exact
test for proportions. Generalized linear models were adjusted for age, sex and waist circumference at screening.

* on transformed values, due to the skewness of the distribution.

T N = 22 for the reduction group, 60 for the non-responders and 30 for the increase group due to exclusions for CRP > 10.

Apo: apolipoprotein; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin resistance; IL: interleukin; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
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Table 8.3 Baseline characteristics of groups with a different LDL-C response to EPA supplementation

LDL-C response

Favorable response Non-responders Unfavorable response

(N=27) (N = 64) (N=128) P-value
Age, years 5493+ 12.85 52.83+ 15.22 52.57+£15.47 0.81
Female, % (n) 15(18) 35(42) 19(23) 0.27
Post-menopausic, % (n) 16 (13) 33(27) 17(14) 0.75
Body massindex, kg/m? 28.69+ 3.92ab 29.62+ 4.272 28.50+ 3.98b <0.01
Waist circumference, cm 99.79+ 12.07 100.14+ 10.24 99.99+ 9.44 0.25
Systolic blood pressure, mm HG 116.77+ 14.452b 117.38+ 12.44» 109.88+ 14.64b 0.01
Diastolic blood pressure, mm HG 71.38+ 8.78 69.90+ 7.80 67.40+ 9.46 0.20
Total cholesterol, mmol/L 5.58+ 0.892 5.21+ 0.88ab 5.01+ 0.87° 0.04
LDL-C, mmol/L 3.40+ 0.792 3.05+ 0.762b 2.82+ (.75 0.03
Total apo B, g/L * 1.41+ 045 1.34+ 0.37 1.33+ 0.39 0.84
Mean LDL size, A 252.73+ 2.84 252.18+ 2.96 25191+ 3.37 0.47
LDL peak, A 25211+ 3.13 251.67+ 2.94 251.64+ 3.78 0.71
Prop.large LDL, % * 1036+ 7.29 9.18+ 6.55 9.15+ 6.84 0.63
Prop. small LDL, % 66.23+ 17.58 69.45+ 14.89 68.91+ 15.74 0.71
HDL-C, mmol/L 1.57+ 0.40 1.54+ 0.46 1.51+ 0.36 0.65
Non-HDL-C, mmol/L 4.01+ 091 3.67+ 0.88 3.50+ 0.83 0.12
Triglycerides, mmol/L * 1.32+ 0.63 1.35+ 0.56 1.48+ 0.70 0.70
% with metabolic syndrome (n) 4(5) 8(10) 4(5) 0.90
C-reactive protein, mg/L *, § 231+ 2.172b 3.79+ 2.882 2.60+ 1.75b 0.01
Adiponectin, mg/L * 8.94+ 8.35 6.93+ 4.70 599+ 3.68 0.18
IL-6, pmol/L * 1.41+ 1.10 1.80+ 2.02 1.75+ 1.63 0.46
IL-18, pmol/L * 278.61+ 158.44 271.94+ 127.72 26498+ 178.23 0.89
TNF-alpha, pmol/L * 2.29+ 5.38 1.29+ 0.80 1.12+ 0.42 0.42
Glucose, mmol/L * 544+ 0.52 5.384+ 1.01 520+ 0.76 0.44
Insulin, pmol/L * 90.93+ 34.76 98.11+ 43.70 99.86+ 49.62 0.92
HOMA-IR * 321+ 1.44 3.53+ 2.56 3.38+ 1.94 0.88

Values are unadjusted means * SD.
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The favorable response group includes individuals with a reduction in LDL-C greater than 0.30 mmol/L after EPA. The non-responders group includes individuals
with a change in LDL-C within the £0.30 mmol/L range after EPA. The unfavorable response group includes individuals with an increase in LDL-C concentrations
greater than 0.30 mmol/L after EPA.

Bold indicates P<0.05. Values with different superscript letters are different from each other, P<0.05.

P-values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with Tukey-Kramer) for continuous values or Fisher exact
test for proportions. Generalized linear models were adjusted for age, sex and waist circumference at screening.

* on transformed value, due to the skewness of the distribution.

1 N =63 for the non-responders and 26 for the increase group due to exclusions for CRP > 10.

Apo: apolipoprotein; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin resistance; IL: interleukin; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.
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Table 8.4 Change in cardiometabolic risk factors according to the LDL-C response to DHA supplementation (post-value minus pre-value)

LDL-C response

Unfavorable
Favorable response } : Non-responders ) " P-value P-value$
(N = 25) P-value (N=61) P-value response value value
(N=233)

BMI, kg/m? +0.20 £ 0.09 0.04 +0.16 £ 0.08 0.02 +0.17 £ 0.09 0.06 0.88
Waist cir., cm -0.01 £ 0.42 0.76 +0.02 + 0.36 0.78 +1.05 £ 0.50 0.03 0.22
Systolic BP, mm HG +1.01 £ 1.66 0.67 -1.56 £ 0.94 0.15 -0.47 £ 1.28 0.91 0.45
Diastolic BP, mm HG -1.65 £ 1.04 0.15 -1.91 £ 0.77 0.03 -0.44 + 1.28 0.91 0.41
Total C, mmol/L -0.63 £ 0.052 <0.001 +0.01 + 0.04b 0.50 +0.73 £ 0.06¢ <0.001 <0.001
LDL-C, mmol/L -0.55 £ 0.042 <0.001 +0.02 + 0.02°b 0.91 +0.70 £ 0.05¢ <0.001 <0.001
Totalapo B, g/L -0.15 £ 0.032 <0.001 -0.06 £ 0.02° 0.01 +0.19 £ 0.05¢ <0.001 <0.001
Mean LDL size, A -0.14 £ 0.62 0.80 +0.14 + 0.32 0.54 +0.71 £ 0.51 0.30 0.67
LDL peak, A -0.25 £ 0.75 0.79 +0.48 + 0.32 0.10 +1.08 £ 0.49 0.09 0.37
Prop. large LDL, % +0.01 + 1.87 0.96 -1.04 £ 1.01 0.33 +0.89 + 1.48 0.80 0.68
Prop. small LDL, % -0.73 + 3.74 0.99 -0.20 £ 2.12 0.81 -3.95 £ 3.07 0.30 0.71
HDL-C, mmol/L +0.03 + 0.042 0.97 +0.11 + 0.02ab <0.001 +0.14 £ 0.03® <0.01 0.04
Non HDL-C, mmol/L -0.66 £ 0.052 <0.001 -0.09 £ 0.03® 0.001 +0.58 + 0.05¢ <0.001 <0.001
Triglycerides, mmol/L * -0.22 £ 0.07 <0.001 -0.25 £ 0.04 <0.001 -0.26 £ 0.05 <0.001 0.54
CRP, mg/L *, T -0.48 £ 0.30 0.07 -0.43 £ 0.21 0.06 -0.03 + 0.37 0.75 0.43
Adiponectin, mg/L * +0.50 £ 0.25 0.07 -0.17 £ 0.18 0.23 +0.43 £ 0.29 0.40 0.06
IL-6, pmol/L * -0.61 £ 0.402 0.001 -0.26 £ 0.13ab 0.01 +0.11 £ 0.27° 0.95 0.02
IL-18, pmol/L * +4.86 £ 14.02 0.63 -24.34 + 8.90 0.02 -0.12 £ 17.62 0.93 0.17
TNF-a, pmol/L * -0.09 £ 0.07 0.02 -0.22 £ 0.18 0.11 +0.12 £ 0.16 0.93 0.17
Glucose, mmol/L * +0.01 = 0.07 0.92 +0.10 £ 0.07 0.23 +0.15 £ 0.06 0.03 0.31
Insulin, pmol/L * -3.80 £ 4.04 0.07 +0.31 £ 3.66 0.91 -5.58 £ 5.98 0.21 0.21
HOMA-IR * -0.12 £ 0.15 0.12 +0.10 + 0.13 0.71 -0.17 £ 0.30 0.50 0.27

Values are unadjusted means * SD.
The favorable response group includes individuals with a reduction in LDL-C greater than 0.30 mmol/L after DHA. The non-responders group includes individuals
with a change in LDL-C within the £0.30 mmol/L range after DHA. The unfavorable response group includes individuals with an increase in LDL-C concentrations
greater than 0.30 mmol/L after DHA.
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P values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with Tukey-Kramer) and are adjusted for age, sex, and
waist circumference at screening and pre-value of the variable of interest for continuous values and using Fisher's exact tests for proportions.

Bold indicates P<0.05. Values with different superscript letters are different from each other, P<0.05.

Apo: apolipoprotein; BMI: body mass index; BP: blood pressure; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin
resistance; IL: interleukin; PCSK9: proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

* Analyses were performed on log-transformed values due to the skewness of the distribution.

1 N =21 for the favorable response group and 59 for non-responders due to exclusions for CRP > 10 mg/L.

1 § P-values for DHA changes compared with the pre-value in the outcome were determined with the LSMEANS statement and were tested against the null
hypothesis.

§ Main treatment P-values for the comparison between groups were determined by the main effect.
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Table 8.5 Change in cardiometabolic risk factors according to the LDL-C response to DHA supplementation (post-value minus pre-value)

LDL-C response

Unfavorable
Favorable response ) s Non-responders ) + P-value! P-value
(N=27) P-value (N=64) P-value reslionse value
(N=128)

BMI, kg/m? +0.04 + 0.11 0.61 +0.16 £ 0.06 0.04 +0.26 £ 0.12 0.02 0.31
Waist circumference, cm -0.14 +£ 046 0.56 +0.79 +£ 0.36 0.06 +0.31 £ 0.59 0.87 0.27
Systolic BP, mm HG -2.62 £ 1.57 0.30 +1.01 £ 1.11 0.02 +0.39 £ 1.39 0.78 0.09
Diastolic BP, mm HG -3.02 £ 1.052 0.06 +1.21 £ 0.71° 0.05 -0.11 £ 1.49ab 0.94 0.03
Total C, mmol/L -0.75 £ 0.072 <0.001 -0.13 £+ 0.04b <0.01 +0.54 £ 0.07¢ <0.001 <0.001
LDL-C, mmol/L -0.62 £+ 0.042 <0.001 -0.02 £+ 0.02° 0.33 +0.56 £ 0.05¢ <0.001 <0.001
Totalapo B, g/L -0.21 £ 0.04s <0.001 -0.02 £ 0.02° 0.23 +0.07 = 0.04b 0.14 <0.001
Mean LDL size, A -1.48 + 0.56 <0.01 -0.63 =+ 0.31 <0.01 -0.17 £ 0.50 0.14 0.26
LDL peak, A -1.05 £ 0.64 0.01 -0.31 £ 0.30 0.07 -0.12 £ 0.53 0.33 0.42
Prop. large LDL, % 227 £ 1.24 0.02 -0.79 + 0.67 0.05 -0.01 £ 1.33 0.42 0.51
Prop. small LDL, % +6.88 + 3.11 <0.01 +2.51 £ 1.62 0.01 +1.12 £ 291 0.22 0.34
HDL-C, mmol/L -0.06 £ 0.03 0.07 -0.01 £ 0.02 0.35 +0.04 £ 0.03 0.68 0.28
Non-HDL-C, mmol/L -0.69 £ 0.062 <0.001 -0.12 + 0.03® <0.01 +0.49 £ 0.06¢ <0.001 <0.001
Triglycerides, mmol/L * -0.15 £ 0.09 0.02 -0.18 = 0.04 <0.001 -0.14 + 0.07 0.57 0.12
CRP, mg/L *, T +0.52 + 0.37 0.28 -0.48 + 0.27 0.31 +0.29 £ 0.29 0.99 0.34
Adiponectin, mg/L * -0.39 £ 0.23 0.13 -0.24 =+ 0.16 0.72 +0.38 + 0.31 0.28 0.17
IL-6, pmol/L * -0.15 £ 0.20 0.19 -0.27 £ 0.25 0.24 -0.44 + 0.24 0.01 0.29
IL-18, pmol/L * -27.60 = 23.15 0.71 +13.51 + 8.83 0.29 +6.49 £ 9.10 0.48 0.63
TNF-a, pmol/L * -1.22 £ 1.02 0.15 -0.02 £ 0.13 0.45 +0.21 £ 0.32 0.61 0.70
Glucose, mmol/L * -0.10 £ 0.082 0.38 +0.03 £+ 0.04ab 0.28 +0.18 £ 0.07° 0.01 0.04
Insulin, pmol/L * +9.59 + 6.39 0.26 +9.03 + 3.74 0.01 +5.04 + 4.34 0.36 0.78
HOMA-IR * +0.25 + 0.23 0.41 +0.41 £ 0.18 0.01 +0.30 £ 0.19 0.16 0.78

Values are unadjusted means * SD.
The favorable response group includes individuals with a reduction in LDL-C greater than 0.30 mmol/L after EPA. The non-responders group includes individuals
with a change in LDL-C within the £0.30 mmol/L range after EPA. The unfavorable response group includes individuals with an increase in LDL-C concentrations
greater than 0.30 mmol/L after EPA.

174



P values were obtained with generalized linear models (multiple comparisons between groups adjusted with Tukey-Kramer) and are adjusted for age, sex, and
waist circumference at screening and pre-value of the variable of interest for continuous values and using Fisher's exact tests for proportions.

Bold indicates P<0.05. Values with different superscript letters are different from each other, P<0.05.

Apo: apolipoprotein; BMI: body mass index; BP: blood pressure; C: cholesterol; CRP: C-reactive protein; HOMA-IR: homeostatic model assessment of insulin
resistance; IL: interleukin; PCSK9: proprotein convertase subtilisin/kexin type 9; TNF-a: tumor necrosis factor alpha.

* Analyses were performed on log-transformed values due to the skewness of the distribution.

T N =59 for non-responders and 26 for the unfavorable response due to exclusions for CRP > 10 mgl/L.

1 § P-values for EPA changes compared with the pre-value in the outcome were determined with the LSMEANS statement and were tested against the null
hypothesis.

§ Main treatment P-values for the comparison between groups were determined by the main effect.
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Figure 8.1 Change in LDL-C (post vs. pre-value) after DHA and EPA supplementation

One column represents one subject (N=119). Data are sorted to show the range of variation in the TG response
after both DHA (black) and EPA (white). The grey zone represents the intra-individual variation range of £ 0.30
mmol/L. Values in brackets are 95% confidence intervals. After DHA: 21% (N=25) presented a favorable
response, 51% (N=61) were non-responders and 28% (N=33) presented and unfavorable response. After EPA:

23% (N=27) presented a favorable response, 54% (N=64) were non-responders and 24% (N=28) presented an

unfavorable response.
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Discussion et conclusion

Aprés des années de résultats neutres quant a I'effet de la supplémentation en AGn3-LC combinant 'EPA et le
DHA sur le risque d’événements cardiovasculaires (6, 7), 'étude REDUCE-IT a montré que lorsqu’'administré
seul, 'EPA (4 g par jour) permet de diminuer de fagon importante le risque d'événements cardiovasculaires
comparativement a un groupe témoin (13). Les résultats de cette étude clinique de grande envergure amenent
une nouvelle perspective au débat sur le lien entre la supplémentation en AGn3-LC et le risque d’événements
cardiovasculaires. Les résultats suggerent entre autres que la proportion d’EPA et de DHA pourrait avoir
influencé l'effet de la supplémentation en AGn3-LC (EPA+DHA) observé dans les études cliniques menées
jusqu’a maintenant. Les résultats de ce projet de doctorat vont également en ce sens. Toutefois, de par ses
effets sur les facteurs de risque cardiométabolique, le DHA pourrait avoir des effets plus importants que 'EPA

sur la prévention d’événements cardiovasculaires.
Effets de ’EPA et du DHA sur les concentrations de triglycérides et les mécanismes sous-jacents

Nous avons d’abord observé qu’une supplémentation de 2,7 g par jour de DHA diminuait en moyenne les
concentrations de triglycérides de fagon plus importante qu’une dose similaire d’EPA. Il a précédemment été
montré que la diminution des triglycérides suite a une supplémentation en AGn3-LC était en grande partie due
a la diminution de la production des triglycérides et des VLDL au foie, mais aussi a une augmentation de la
conversion de I'apo B100 des VLDL en LDL (128, 129). Selon nos observations, la différence entre I'effet du
DHA et de I'EPA sur les concentrations de triglycérides semble en grande partie due a une plus grande
augmentation du FCR de I'apo B100 des VLDL avec le DHA plutét qu'a la modulation du PR. Ces observations
peuvent étre expliquées par I'effet de 'EPA et du DHA sur I'expression des genes impliqués dans la lipogenése.
En effet, nous avons observé que 'EPA et le DHA exercent des effets similaires sur I'expression de 'HMG-CoA
réductase, SREBP1c et SREBP2 mesurée dans les cellules sanguines totales. Le DHA et 'lEPA semblent
exercer des effets différents sur le PR de I'apo ClIl des VLDL et donc potentiellement sur le type de VLDL produit
par le foie. Par exemple, le DHA pourrait diminuer la taille ou moduler le ratio apoB/E/C sur la surface des VLDL,
mais des études supplémentaires sont nécessaires pour vérifier cette hypothése. Dans I'ensemble, ces
changements permettraient en grande partie d'expliquer la diminution des concentrations de triglycérides,
augmentation des concentrations de C-LDL et l'augmentation dans la taille des LDL suite a une
supplémentation en DHA comparativement a I'EPA. Jusqu'a maintenant, peu d’évidences permettent de
comprendre les mécanismes sous-jacents aux différences entre les effets de 'EPA et du DHA sur les

concentrations sanguines de triglycérides et de C-LDL.
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Les résultats de ce projet de doctorat ont aussi montré que la différence entre I'effet de 'EPA et du DHA sur les
triglycérides sanguins était en grande partie due au fait que le DHA diminue les concentrations de triglycérides
chez une plus grande proportion d'individus que 'EPA. Nous avons caractérisé la réponse des triglycérides a
I'EPA et en DHA en utilisant I'écart type de la moyenne de quatre mesures répétées chez un méme individu
pour identifier les différents types de répondeurs dans notre échantillon. Cette approche innovatrice permet
selon nous de différencier les effets qui sont dus a une intervention de ceux qui sont dus a la variation
quotidienne ou normale du biomarqueur en question. Environ 50% des individus ont présenté une réponse des
triglycérides sanguins a la supplémentation en DHA et a 'EPA inférieure a la variation des concentrations de
triglycérides observée quotidiennement. Nous avons observé qu'une diminution des concentrations de
triglycérides était accompagnée de changements bénéfiques dans les autres facteurs de risque
cardiométabolique tant avec 'EPA qu'avec le DHA. Nous avons également observé qu'une augmentation des
triglycérides aprés une supplémentation en EPA et en DHA était associée a des changements indésirables dans
les autres facteurs de risque cardiométabolique. Enfin, environ le tiers des individus ont présenté une réponse
des triglycérides discordante a une supplémentation en EPA et en DHA. Au meilleur de nos connaissances,
bien que la variabilité dans la réponse aux AGn3-LC ait été rapportée précédemment dans la littérature, I'impact
de cette variabilité sur le risque d’évenements cardiovasculaires n'a pas encore été étudié. Les méta-analyses
d'études cliniques menées jusqu'a maintenant ont montré un effet neutre de la supplémentation en AGn3-LC
sur le risque d’événements cardiovasculaires en général (6, 7). Bien qu'il soit possible que les AGn3-LC exercent
réellement un effet neutre sur le risque d’événements cardiovasculaires, il est aussi possible que cet effet soit
en partie di au fait qu'il existe différents types de répondeurs a 'EPA et au DHA. |l serait intéressant d'observer
l'impact des différents types de réponses a une supplémentation en AGn3-LC de fagon rétrospective avec les
données des études cliniques qui ont été menées précédemment. Si des études futures le permettent, il serait
intéressant d'observer I'effet des différents types de réponses a I'EPA et au DHA sur le risque d’événements
cardiovasculaires. Advenant le cas ou le type de réponses a 'EPA et au DHA influencerait leurs effets sur le
risque d'événements cardiovasculaires, il serait important d'identifier les individus qui peuvent bénéficier ou non

de cette supplémentation.

Un score de risque génétique développé a partir de I'étude FAS a montré que I'age, le sexe et l'indice de masse
corporelle permettaient d’expliquer moins de 1% de la variabilité dans la réponse des triglycérides a une
supplémentation en AGn3-LC (1,9 a 2,2 g d'EPA + 1,1 g de DHA par jour), alors que les variations génétiques
permettaient d’expliquer presque 50% de la variabilité (6, 7). Les résultats de ce projet de doctorat ont montré
que les individus qui ont présenté une diminution des concentrations de triglycérides supérieure a la variation
quotidienne aprés I'EPA et le DHA avaient des concentrations sanguines de cholestérol total, de cholestérol
non-HDL, de triglycérides et de PCSK9 plus élevées au départ que les individus qui ont présenté une

augmentation des concentrations de triglycérides. Toutefois, cette étude n'a pas été réalisée dans I'objectif
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d'identifier les prédicteurs de la réponse a I'EPA et au DHA. De plus, puisque la variabilité génétique semble
avoir un réle important sur la réponse des triglycérides a une supplémentation en AGn3-LC, il serait intéressant
de conduire des analyses afin d'identifier des déterminants génétiques de la réponse a I'EPA et au DHA
lorsqu’administrés séparément. Dans le but d'optimiser les programmes de prévention des maladies
cardiovasculaires par la supplémentation en EPA ou en DHA, des études supplémentaires sont nécessaires

pour caractériser les individus qui pourraient bénéficier ou non d'une telle supplémentation.

Effets de ’EPA et du DHA sur les concentrations de C-LDL et les mécanismes sous-jacents

Nous avons observé que l'augmentation dans les concentrations de C-LDL était environ deux fois plus
importante que I'augmentation des concentrations d’apo B totale apres une supplémentation de 2,7 g par jour
de DHA en comparaison avec le témoin. Puisque >90% de I'apo B totale mesurée a jeun dans le sang se trouve
sur les LDL (51), nous avions émis I'hypothése que le DHA modulait |a taille des particules LDL. Nous avons
effectivement observé que le DHA augmentait la taille moyenne et la taille maximale des particules LDL, et
diminuait la proportion de LDL petites et denses comparativement a I'EPA. L'étude du métabolisme des
lipoprotéines nous a permis d'observer que cette augmentation dans la concentration du C-LDL suite a une
supplémentation en DHA comparativement a 'EPA était en partie due a I'effet net de I'augmentation combinée
du PR et du FCR de 'apo B100 des LDL. Comme mentionné précédemment, 'augmentation du PR et de la
taille des LDL avec le DHA pourrait en partie étre due a la diminution de la taille des VLDL et a la modulation du
ratio apoB/E/C sur leur surface. De plus, puisque le DHA accélére le métabolisme de I'apo B100 des LDL en
augmentant a la fois le PR et le FCR, il est possible que le DHA puisse diminuer le temps de résidence de la
particule LDL dans le sang. Il a précédemment été rapporté qu'une particule LDL qui réside plus longtemps
dans la circulation sanguine est plus athérogéne qu’une particule qui est métabolisée rapidement (160). Ainsi,
I'augmentation de la concentration du C-LDL par le DHA pourrait étre compensée, du moins en partie, par des
changements bénéfiques sur le métabolisme et le phénotype de la particule LDL. Des études cliniques de
grande envergure sont nécessaires pour déterminer comment ces changements dans le métabolisme du LDL

aprés une supplémentation en DHA influencent le risque d’événements cardiovasculaires.

Nous avons observé que les changements dans les concentrations de C-LDL n’étaient pas corrélés avec les
changements dans le PR et le FCR de I'apo B100 des LDL, ni avec les changements dans les concentrations
de PCSK9 aprés une supplémentation en DHA et en EPA. Toutefois, le changement dans les concentrations
de PCSK9 était corrélé avec le changement dans les concentrations d’'apo B100 des LDL en réponse au DHA
seulement. Ces observations suggérent que PCSK9 pourrait étre impliqué dans I'effet du DHA sur le FCR des
LDL. Néanmoins, nous avons observé que la supplémentation en EPA et en DHA n’a pas influencé I'expression
du géne du récepteur LDL ni de SREBP2 qui régule la synthése de PCSK9 et du récepteur LDL au foie (161).
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L’augmentation du FCR de I'apo B100 des LDL aprées le DHA comparativement a I'EPA pourrait donc étre en
partie modulée par des mécanismes indépendants de I'apo B100. Puisque la supplémentation en DHA, mais
pas en EPA, influence les concentrations sanguines de C-HDL, il serait intéressant de comparer leurs effets sur
I'expression des génes et 'activité des protéines impliquées dans le métabolisme du transport inverse du
cholestérol comme la CETP, 'ABCA1 etle SRB1. De plus, des investigations supplémentaires sont nécessaires
pour mieux comprendre les mécanismes sous-jacents aux changements dans les concentrations sanguines de
PCSK9 et de C-LDL suite a une supplémentation en EPA et en DHA. En résumé, les résultats de ce projet de
doctorat ont montré qu'une supplémentation en DHA augmentait les concentrations de C-LDL de fagon plus
importante qu’une supplémentation en EPA. Cependant, le DHA pourrait aussi avoir des effets favorables sur
le métabolisme des LDL en accélérant le FCR de I'apo B100 des LDL et par la production de LDL de plus grande
taille comparativement a 'EPA. L'impact de telles différences sur le risque d’événements cardiovasculaires en

soi mérite des études plus approfondies.

L’étude de la variabilité dans la réponse du C-LDL a permis d'observer que 'EPA et le DHA ont entrainé une
augmentation des concentrations de C-LDL chez une proportion similaire de participants, mais que cette
augmentation était plus importante suite au DHA qu'a 'EPA chez ce groupe de répondeurs. L’augmentation des
concentrations de C-LDL au-dela de la variation quotidienne en réponse une supplémentation en EPA ou en
DHA était aussi accompagnée d’'une augmentation du cholestérol total. Les individus qui ont présenté une
augmentation dans les concentrations de C-LDL au-dela de la variation quotidienne en réponse au DHA avaient
tendance a avoir des concentrations de CRP et d'insuline plus élevées au départ que les individus qui ont
présenté une diminution du C-LDL. En ce qui concerne la réponse a I'EPA, les individus qui ont présenté une
augmentation des concentrations de C-LDL au-dela de la variation quotidienne avaient des concentrations de
C-LDL plus élevées au départ que les individus qui ont présenté une diminution du C-LDL. Les résultats de ce
doctorat n'ont pas permis d'identifier les individus qui sont le plus susceptibles de présenter une augmentation
des concentrations de C-LDL suite a une supplémentation en EPA et en DHA. Des études supplémentaires sont
nécessaires pour identifier les déterminants de la réponse du C-LDL a une supplémentation en EPA et en DHA
et les individus qui sont le plus susceptibles de bénéficier ou pas de cette supplémentation d’un point de vue

cardiovasculaire.

Bref, les résultats de ce projet de doctorat ont montré qu'une supplémentation en DHA avait des effets
bénéfiques plus importants sur les facteurs de risque cardiométabolique qu'une supplémentation en EPA,
a l'exception de son effet sur les concentrations de C-LDL. Néanmoins, le DHA semble accélérer le métabolisme
des LDL comparativement a 'EPA, ce qui serait bénéfique sur le risque cardiovasculaire, mais aucune étude

clinique ne permet de vérifier cette hypothese actuellement.
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Effets de 'EPA et du DHA sur I'lndice Oméga-3

Nous avons ensuite comparé les effets de 'EPA et du DHA sur I'lndice Oméga-3 qui est un marqueur du risque
d’événements coronariens de plus en plus reconnu et utilisé (116). Rappelons que I'Indice Oméga-3 permet de
déterminer le statut en AGn3-LC des individus. Il est calculé en effectuant la somme de la composition des
globules rouges en EPA et en DHA (en % des acides gras totaux). Nous avons observé qu’une supplémentation
de 2,7 g par jour de DHA augmentait I'lndice Oméga-3 de fagon plus importante qu'une dose similaire d’'EPA.
Encore une fois, ces observations pointent vers I'hypothése que le DHA aurait des effets bénéfiques plus

importants que I'EPA sur le risque d’événements cardiovasculaires.
Effets de ’'EPA et du DHA sur les marqueurs de I'inflammation

Nous avons observé qu'a une dose de 2,7 g par jour, le DHA diminuait les concentrations d’'IL-18 et augmentait
les concentrations d’adiponectine de fagon plus importante qu’une dose similaire d’'EPA. Il y a toutefois quelques
limites a I'utilisation des marqueurs de l'inflammation comme facteurs de risque cardiométabolique. D’abord,
bien que ces marqueurs aient précédemment été associés au risque cardiovasculaire, il s'agit pour la majorité
de marqueurs non spécifiques du risque cardiovasculaire (86). De plus, comme nous pouvons le constater par
les écarts types et les erreurs types dans le tableau 2 de l'article présenté au chapitre 4, ces marqueurs sont
associés a une trés grande variabilité et ont une distribution qui ne suit pas une loi normale. Ce sont donc des
marqueurs qui sont assez difficiles a modéliser et a analyser. Néanmoins, les effets bénéfiques du DHA
comparativement a 'EPA sur les marqueurs de I'inflammation concordent avec les constats généraux provenant
des travaux de cette thése, soit que le DHA pourrait exercer des effets plus importants que 'EPA sur la

prévention du risque d'évenements cardiovasculaires.
Conclusion générale

Plusieurs aspects de ce doctorat sont novateurs. Au meilleur de nos connaissances, il s'agit des premiéres
données publiées sur la comparaison de I'effet de 'EPA et du DHA sur le métabolisme lipidique, I'expression
des génes et sur la variabilité dans la réponse des triglycérides et du C-LDL. L'étude des prédicteurs de la
réponse est plutdt de nature exploratoire, mais ces travaux permettent d'établir les bases pour I'élaboration de

futurs projets de recherche de plus grande envergure.

Ala lumiére des résultats de ce projet de doctorat et de la revue de la littérature effectuée dans le chapitre 1 et
2 de cette these, il est intéressant de mettre perspective ce qui a été fait jusqu’'a maintenant et ce qu'il serait
pertinent de faire dans le futur. Il a précédemment été observé que I'effet protecteur des AGn3-LC sur le risque

d’événements coronariens serait plus important en prévention secondaire qu’en prévention primaire (7). C'est
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également ce que suggérent les résultats des études JELIS et REDUCE-IT (13, 147) . Néanmoins, I'étude VITAL
et ASCEND ont montré qu'a faible dose, une supplémentation en AGn3-LC avait aussi des effets protecteurs
sur le risque d’événements coronariens en prévention primaire (145, 146). Selon moi, ces données supportent
les recommandations actuelles disant que I'adoption de saines habitudes de vie, qui inclut la consommation
réguliére de poisson, permettrait de prévenir le risque de maladies cardiovasculaires chez une population en
santé. La consommation d’environ deux repas de poisson gras par semaine permettrait d’atteindre un effet
cardioprotecteur maximal selon I'effet sur I'lndice Oméga-3 (116). Cependant, selon les plus récentes données
sur I'alimentation des Canadiens, 0% des Canadiens consomment habituellement deux repas de poisson gras
par semaine (données non publiées de 'Enquéte sur la santé dans les collectivités canadiennes de 2015). En
ce qui concerne l'effet d’'une supplémentation en AGn3-LC chez la population a risque d’évenements
cardiovasculaires, elle ne semble pas avoir d’effet négatif en général, mais pourrait avoir des effets protecteurs.
En ce sens, la recommandation actuelle de 'AHA qui est de prendre une supplémentation en AGn3-LC en
prévention secondaire est supportée par les évidences scientifiques. Advenant le cas ou des études cliniques
de grande envergure permettraient de montrer un effet différentiel de 'EPA et du DHA sur le risque
d’événements cardiovasculaires, il ne serait pas impossible de voir s'ajouter une précision concernant la dose

d’EPA et de DHA dans les recommandations futures.

Il'y a d’autres facteurs que ceux qui ont été discutés précédemment qui pourrait expliquer en partie I'effet neutre
des AGn3-LC sur le risque cardiovasculaire qui a été observé dans les études cliniques. Par exemple, il est
généralement observé que les individus qui consomment peu de poisson, comparativement a ceux qui en
consomment plus, sont ceux qui bénéficient le plus d’'une supplémentation en AGn3-LC sur le risque
cardiovasculaire (146). Il est donc important de considérer les habitudes de vie de la population a I'étude. En
raison de leurs concentrations sanguines de C-LDL et de triglycérides dans les limites des valeurs normales,
les participants de ce projet de doctorat ne représentaient pas nécessairement la population cible pour une
supplémentation en AGn3-LC. De plus, les participants avaient déja un statut élevé en AGn3-LC et un risque
cardiovasculaire modéré selon leur Indice Oméga-3 moyen (116). On peut donc penser que les effets du DHA
auraient été encore plus importants chez une population dont le risque cardiovasculaire aurait été plus élevé.
Dans le cadre de cette these, nous avons comparé les effets de I'EPA et du DHA sur le risque
cardiométabolique. Evidemment, les conclusions de cette thése ne sont donc pas généralisables aux effets
potentiels de 'EPA et du DHA sur la prévention ou le traitement d’autres problemes de santé comme les
maladies inflammatoires auto-immunes, la maladie d'Alzheimer, la dépression ou le cancer pour ne nommer

que quelques exemples (121).

Ala lumiére des résultats de ce doctorat, il me semble évident que la prochaine étape serait de mener une étude

clinique de grande envergure afin de comparer les effets d'une dose élevée d’EPA et de DHA (2 a 4 g par jour)
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sur le risque d’événements cardiovasculaires. Il serait également important de déterminer comment la variabilité
dans laréponse a 'EPA et au DHA influence le risque d’événements cardiovasculaires et d'identifier les individus

qui pourraient bénéficier ou non de cette supplémentation, toujours d’'un point de vue cardiovasculaire.
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