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Résumé

La stéatose hépatique (SH) est caractérisée par une accumulation anormalement élevée de
lipides dans les hépatocytes et elle prédispose a I’insulino-résistance hépatique. Plusieurs
évidences indiquent que le retrait de I’action estrogénique favorise |’accumulation
hépatique de lipides. Cependant, les mécanismes a la base de ce phénomeéne ont été peu
investigués. Ainsi, les quatre études présentées dans cette thése ont été conduites dans le
but de documenter le développement de la SH associée au déficit estrogénique a I’aide du

modéle animal d’ovariectomie (Ovx) chez la rate.

Dans I’étude 1, nous avons montré que I’Ovx entraine une accumulation progressive des
lipides dans le foie pendant 13 semaines, qui est deux fois plus importante que Qchez les
rates contrdles. De plus, la consommation d’une diéte riche en lipides (42% de 1’énergie)
induit une infiltration lipidique encore plus sévére. Dans la continuité de cette premiére
étude, nous avons montré dans I’étude 2 que I’Ovx diminue I’expression de PPARa (66%;
P <0,01) et augmente celle de SREBP-1c (80%; P < 0,05) et SCD-1 (41%; P < 0,05) au
niveau du foie, ce qui suggére une suppression des processus oxydatifs et une stimulation
des processus lipogéniques hépatiques par le déficit estrogénique. A cet égard, les résultats
de I’étude 3 ont montré que I’Ovx entraine une réduction de 34% (P < 0,05) du taux
d’oxydation hépatique des acides gras, qui ne semble pas étre due a une résistance
hépatique a la leptine. Enfin, les résultats de 1’étude 4 ont montré que I’entrainement en
endurance affecte la régulation de I’expression du récepteur estrogénique au niveau du foie
et du coeur. Nous avons montré que ces effets sont spécifiques au tissu et a I’isoforme du
récepteur (ERa ou ERP), et que la direction de la réponse (augmentation ou diminution)

differe chez les rates intactes et Qvx.

En somme, les résultats de nos études indiquent que 1’accumulation hépatique de lipides
associée au déficit estrogénique résulte d’une altération des mécanismes intra-hépatiques

impliqués dans la régulation du métabolisme des lipides. De plus, il semble que certaines
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adaptations d’entrainement au niveau du foie et au niveau du coeur pourraient résulter

d’une adaptation de la voie estrogénique.
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Abstract

Hepatic steatosis (HS) is characterized by excessive lipid accumulation within the
hepatocytes, which predisposes liver to insulin resistance. Several findings indicate that
loss of estrogen function favors hepatic lipid accretion, but mechanisms underlying this
phenomenon have been poorly described. Therefore, the four studies of the present thesis
have been conducted in an attempt to provide information on the development of HS

~ following estrogen removal with the ovariectomized (Ovx) rat model.

We showed in Study 1 that Ovx leads to a progressive lipid accretion in liver over a 13-wk
period, that is 100% greater than in liver of intact rats. Moreover, high-fat feeding (42% of
total energy) in Ovx rats induced an even more severe hepatic lipid infiltration. In line with
the findings of this first study, results from Study 2 showed a reduction in PPARa (66%; P
< 0.01) and an increase in SREBP-1¢ (80%; P < 0.05) and SCD-1 (41%; P < 0.05) gene
expression in liver of Ovx when compared with intact rats, thus suggesting a down-
regulation of oxidative systems and stimulation of lipogenic processes in liver following
estrogen removal. Results from Study 3 confirmed these findings and showed that estrogen
removal by Ovx reduces fatty acid oxidation rate in liver by 34% (P < 0.05), that does not
appear to bé related to hepatic leptin resistance. Finally, we showed in Study 4 that exercise
training regulates the expression of estrogen receptor in liver and heart. Furthermore, we
showed that these effects are tissue and isoform (ERa ou ERP)-specific, and that the -

direction of the response (increase or decrease) is different in intact and Ovx rats.

On the whole, our results indicate that estrogen deficiency-induced lipid accumulation in
liver results from an alteration of intra-hepatic mechanisms under estrogenic control
involved in lipid metabolism regulation. Moreover, it seems that some training adaptations

in liver and heart could be mediated following an adaptation of estrogen signaling.
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Introduction générale de la thése

Le « NAFLD » - nonalcoholic fatty liver disease - représente un large spectre de Iésions
hépatiques allant de la simple stéatose a la stéatohépatite, la fibrose, la cirrhose et
I’hépatocarcinome (Day 2006). Le NAFLD est reconnu comme la principale cause de
maladies hépatiques chroniques, avec une prévalence estimée a 20-30% dans la population
générale des pays occidentaux. La pathologie du NAFLD ressemble étrangement a celle
des maladies du foie gras d’origine alcoolique, mais elle se manifeste en 1’absence d’une
consommation excessive d’alcool (Duvnjak 2007). Différentes causes favorisent le
développement du NAFLD; toutefois, la présente these portera sur le NAFLD primaire, qui
s’inscrit dans le contexte de 1’obésité et du diabéte de type 2. Plus spécifiquement, nous
nous sommes intéressés a la stéatose hépatique (SH), une manifestation précoce du NAFLD
caractérisée par un contenu en lipides supérieur a 5-10% de la masse du foie (Brunt 2007).
Bien que la SH soit une condition bénigne et réversible, elle prédispose le foie au
développement de lésions plus séveres du NAFLD et a I’insulino-résistance, d’ou I’intérét
de mieux comprendre les facteurs qui favorisent I’accumulation de lipides dans les

hépatocytes.

Il est maintenant reconnu que le role des estrogénes ne se limite pas au systéme
reproducteur féminin et plusieurs études suggérent leur implication dans la régulation du
métabolisme lipidique (Basdevant 1992, Ciocca 1995). A cet égard, le retrait progressif de
’action estrogénique durant la péri-ménopause a été associé a diverses manifestations du
syndrome métabolique qui incluent I’accumulation abdominale de tissu adipeux, la
détérioration du profil lipidique plasmatique et le développement de la résistance a
I’insuline (Carr 2003, Schneider 2006). Une étude conduite auprés de plus de 800 femmes
de 40-59 ans a révélé une association entre la ménopause et la SH, avec une prévalence de
la SH chez les femmes post-ménopausées jusqu’a deux fois supérieure a celle rapportée
chez les femmes pré-ménopausées (Vélzke 2007). Différents modéles animaux de déficit
estrogénique par I’ovariectomie (Ovx), la délétion génétique du récepteur estrogénique
(ERKO) ou de I’enzyme aromatase (ArKO) ont permis d’apprécier I’importance du retrait

de I’action estrogénique pour |’accumulation hépatique de lipides (Deshaies et al. 1997,



Hewitt et al. 2004, Jones et al. 2000, Lemieux et al. 2005, Mukherjea et Biswas 1975,
Nemoto et al. 2000, Picard et al. 2000). Toutefois, bien que ces études aient associé le
déficit estrogénique a la SH, peu d’entre elles ont directement investigué les mécanismes a

la base de I’infiltration hépatique de lipides dans ce contexte hormonal.

Les quatre études présentées dans cette thése ont été conduites dans le but de caractériser le
développement de la SH associée au déficit estrogénique a I’aide du modeéle animal
d’ovariectomie (Ovx) chez la rate. L’expertise déja acquise dans notre laboratoire avec ce
modeéle, son accessibilité et le fait qu’il se rapproche passablement de la transition vers la
ménopause chez la femme sont les facteurs qui ont motivé ce choix (Latour et al. 2001,
Shinoda et al. 2002). La premicre étude de la these a été conduite dans le but de caractériser
la cinétique d’infiltration lipidique du foie et I’impact d’une diéte riche en lipides sur cette
infiltration chez la rate Ovx. Dans la continuité de cette premiére étude, nous avons
investigué 1’effet du retrait de I’action estrogénique sur I’expression de certains génes
impliqués dans la régulation de I’oxydation (PPARa) et de la synthése (SREBP-1¢ et SCD-
1) hépatiques des lipides. La troisi¢me étude a été réalisée pour étudier I’influence du
déficit estrogénique sur le taux d’oxydation hépatique des acides gras, de méme que sur la
sensibilité du foie a un stimulus hormonal d’oxydation, la leptine. Enfin, la derniére étude a
investigué [’implication de I’entrainement en endurance sur la régulation de I’expression du

récepteur estrogénique au niveau du foie et du coeur.

Cette theése est composée de trois chapitres principaux. Le premier chapitre est consacré a
une revue de la littérature qui est organisée en deux sections : une premiére qui résume les
principaux mécanismes impliqués dans le développement de la stéatose hépatique et une
deuxiéme qui met en évidence l'influence du retrait de ’action estrogénique sur ces
mécanismes. Le deuxiéme chapitre de la theése présente les études e){périmentales qui la

composent, alors que le troisieme chapitre est une discussion générale.



1. Chapitre 1 : Revue de la littérature

1.1. Pathogenése de la stéatose hépatique
Les processus métaboliques primaires conduisant a la rétention de triacylglycérols (TAG)
dans les hépatocytes ne sont pas completement élucidés. De nombreuses études ont
associé la stéatose hépatique (SH) a I’obésité et a la résistance a I’insuline (RI), ce qui est
confirmé par le fait que des interventions destinées a réduire la masse adipeuse et a
augmenter la sensibilité a I’insuline sont accompagnées d’une résorption de la SH
(Duvnjak 2007). Plusieurs données indiquent que la persistance d’un bilan énergétique
positif et les désordres de stockage et de mobilisation des lipides sont au centre de la
pathogenése de la RI, conduisant au développement de la SH (Lewis 2002). Toutefois,
I’accumulation hépatique de lipides qui résulte de 1’obésité favorise elle-méme le
développement de la RI (Shulman 2000). On assiste donc a un ensemble de perturbations
"‘métaboliques ou interragissent I’obésité, la RI et la SH qui impliquent le foie, mais aussi
le tissu adipeux, les tissus maigres et la circulation systémique. Dans ce contexté, il
devient difficile . d’identifier 1’événement initiateur a [P’origine de I’accumulation
hépatique de TAG. Par conséquent, la discusion qui suit présentera les conséquences de
I’obésité et de la RI sur les mécanismes les plus susceptibles d’altérer les voies
hépatiques de prise, d’oxydation, de synthése et de sécrétion des lipides, sans chercher a

déterminer I’ordre dans lequel ils se manifestent (Figure 1).

1.1.1. Les voies d’accumulation des lipides hépatiques
1111 Les acides gras non-estérifiés
Les concentrations plasmatiques d’acides gras non-estérifiés (AGNE) sont le reflet de la
balance entre leur libération dans le plasma (diéte et lipolyse des TAG contenus dans les
lipoprotéines et les adipocytes) et leur prise par les tissus (re-estérification dans les
adipocytes et le foie, et oxydation dans les tissus maigres) (Lewis et al. 2002).
Normalement, les flux systémiques d’AGNE ne générent pas d’accumulation notable de
TAG dans les hépatocytes. Toutefois, certaines conditions comme 1’obésité et la RI sont
accompagnées d’une augmentation des concentrations plasmatiques d’AGNE (Fong et

al. 2000). Etant donné que la prise des acides gras n’est pas régulée au niveau du foie,
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Figure 1. Métabolisme lipidique hépatique. Les étapes identifiées par un + sont stimulées par I’insuline.
L’insuline supprime la sécrétion des VLDL et l’o’xydation B des acides gras. L’hyperinsulinémie qui
accompagne la Rl favorise I’accumulation de TAG dans le foie. TAG: triacylglycerols; VLDL: very-low-
density lipoprotein; FA: fatty acid; NEFA: nonesterified fatty acids; DNL: de novo lipogenesis; ATP:
adenosine triphosphate. Tiré de Qureshi et al. (2007).



toute augmentation de leurs concentrations dans le plasma constitue un facteur de risque
de la SH (Bugianesi et al. 2005, Kelley et al. 2003, Marchesini et al. 2001). Dans le
contexte de I’obésité et de la RI, I’augmentation du taux de lipolyse adipocytaire

contribue de fagon majeure au pool d’acides gras du plasma.

1.1.1.1.1 La lipolyse adipocytaire
Normalement, la lipolyse adipocytaire est inhibée par I’insuline (Duncan et al. 2007).
Toutefois, lorsque la RI affecte le tissu adipeux, I’insuline échoue a inhiber I’activité de
la HSL (hormone sensitive lipase), la principale enzyme responsable de I’hydrolyse des
TAG et des diacylglycérols adipocytaires. Ainsi, la libération adipocytaire d’acides gras
dans le plasma demeure élevée méme en présence d’une hyperinsulinémie. Ce
phénomene, qui est évidemment amplifié par 1’obésité, a été associé a la SH. Seppild-
Lindroos et al. (2002) ont soumis 30 sujets non-diabétiques a un clamp insulinémique; ils
ont montré une moindre suppression des concentrations d’AGNE du plasma par I’insuline
en fonction de la gravité¢ de la SH des sujets (299+33 vs 212+13umol/L; P < 0,02,
contenu hépatique en TAG élevé vs contenu hépatique en TAG faible, respectivement).
Marchesini et al. (2001) ont aussi rapporté une efficacité moindre de I’insuline a diminuer
les concentrations plasmatiques d’AGNE (-69% vs -84%; P < 0,003), en plus d’observer
une élévation des concentrations basales d’AGNE (0,67+0,27 vs 0,37+0,12mmol/L; P <
0,001) chez des sujets atteints de SH en comparaison a des sujets contrdles. D’autres
auteurs ont rapporté des résultats similaires (Bugianesi et al. 2005, Kelley et al. 2003,

Sanyal et al. 2001).

Cependant, bien que les AGNE issus de la lipolyse adipocytaire contribuent a la synthése
“hépatique des TAG, d’autres sources y participent, i.e. les acides gras alimentaires, les
lipoprotéines plasmatiques et les acides gras issus de la lipogenése de novo. Donnelly et
al. (2005) ont conduit une étude dans le but de quantifier la contribution relative de
chaque source d’acide gras a la syntheése hépatique des TAG chez neuf sujets atteints de
SH. Pour ce faire, ils ont utilisé la technique des isotopes stables multiples et ont analysé
les biopsies hépatiques des sujets par chromatographie gazeuse. Les résultats de I’étude

ont confirmé due la majorité (59,0%=+9,9%) des TAG contenus dans le foie des sujets



provenait des acides gras adipocytaires. Toutefois, Miles et al. (2004) ont montré chez
des sujets sains que suite a I’action de la LPL (lipoproteine lipase) sur les chylomicrons,
plus du tiers des acides gras normalement destinés au tissu adipeux peuvent se retrouver
dans le plasma, ce qui représente une source potentiellement importante d’ AGNE pour le

foie.

1.1.1.1.1.1 Accumulation  hépatique  de lipides et
lipotoxicité

Méme a faibles concentrations, les acides gras et leurs métabolites (diacylglycérols, acyl
CoA, céramides) sont extémement toxiques pour les hépatocytes, ou ils agissent comme
des molécules de signalisation a la maniére des hormones protéiques (Shulman 2000). En
plus de stimuler la synthése des lipides, les acides gras et leurs métabolites interférent
avec la voie de signalisation de I’insuline. Samuel et al. (200;1) ont induit une SH
conduisant 4 une augmentation d’environ 3 fois du contenu hépatique en acyl CoA et en
TAG chez le rat Sprague-Dawley; ils ont utilis€ un protocole d’induction rapide (3 jours)
de la SH par une diéte riche en lipides (59% de 1’énergie) pour éviter l’effet confondant
de D’accumulation systémique de lipides. Les auteurs de I’étude ont attribué le
développement ‘de la RI hépatique a la diminution de la phosphorylation de la tyrosine
des protéines IRS 1 et IRS 2 (insulin receptor substrate) par I’insuline, de méme qu’a la
diminution subséquente de I’activit¢ de la PI3K (phosphoinositide 3-kinase). Ces
altérations de la voie de signalisation de I’insuline ont été attribuées a I’activation de
PKC-¢' (protein kinase C) et JINK1 (c-Jun N-terminal kinase 1) par les métabolites des
acides gras. De plus, I’activation de I’AKT/PKB (protein kinase B) et I’inhibition de la
GSK3 (glycogen synthase kinase 3) par I’insuline ont été inhibées, conduisant a une
réduction de I’activité de la glycogene synthase et une stimulation de la néoglucogenése
(Figure 2) (Lavoie et Gauthier, 2006). Ces résultats montrent le lien causal entre les

lipides intra- hépatiques et la RI hépatique, faisant de la SH un fort prédicteur de la RI du

! L>auteure est consciente que I’élision de I’article devant un nom commun ne respecte pas le bon
usage de la langue frangaise. Toutefois, cette pratique est répandue dans la littérature scientifique
et aura cours dans la présente thése.
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Figure 2. Représentation schématique des mécanismes putatifs qui lient I’accumulation intra-hépatique de
lipides et la Rl hépatique. L'accumulation des métabolites dérives des acides gras pourrait augmenter
I’activité de certains isoformes PKC, ce qui augmente I’activité de INK|. Une augmentation de ’activité de
PKCs et/ou JNK1 pourrait inhiber la signalisation de I'insuline et en retour, diminuer la stimulation de
I’activité de la glycogéne synthase par I’insuline et I'inhibition de I’activité et de la transcription des
enzymes néoglucogéniques par I'insuline. IR: insulin receptor; INKI : c-jun N-terminal kinase; GSK3 :

glycogen synthase. Tiré de Lavoie et Gauthier (2006).



foie, comme plusieurs études I’avaient déja suggéré (Kelley et al. 2003, Marceau et al.

1999, Seppiléd-Lindroos et al. 2002).

Une des conséquences de la RI hépatique est la diminution de ’effet suppresseur de
I’insuline sur la production hépatique de glucose (Samuel et al. 2004). L’hyperglycémie
et I’hyperinsulinémie qui en résultent favorisent la RI des tissus périphériques, ce qui
stimule la lipolyse adipocytaire en plus d’aggraver l’hypefglycémie et I’hyperinsulinémie
qui étaient peut-étre déja en place. Le tableau I tiré de la revue de Bugianesi et al. (2005)

rapporte les principales altérations métaboliques de la RI associée a la SH.

Dans ce contexte, I’événement a 1’origine de 1’accumulation hépatique de TAG pourrait
étre I’incapacité du tissu adipeuk a prendre suffisament d’expansion pour tamponner les
lipides en exces, qui sont alors déviés vers le foie et les autres tissus maigres de
I’organisme (Shulman 2000). Cette hypothése est confirmée par les modéles de
lipodystrophie comme celui de la souris transgénique A-ZIP/F-1, ou I’absence de tissu
adipeux blanc est associée a la SH, a une hypertriglycéridémie et a un état de Rl sévére
(Moitra et al. 1998). Chez les animaux lipodystrophiques, 1’implantation de tissu adipeux
blanc corrige ces anomalies métaboliques (Gavrilova et al. 2000). L’efficacité de la
capacité de stockage et de séquestration des AGNE du tissu adipeux conférerait donc une
protection relative aux tissus maigres contre la lipotoxicité et les déséquilibres

métaboliques qu’elle engendre (Shulman 2000).

1.1.1.1.1.2 Hypothése de la veine porte
Chez I’adulte, le tissu adipeux blanc est divisé en deux types qui différent dans leur
pathophysiologie selon leur localisation, qui sont les tissus adipeux sous-cutané et
viscéral (adipocytes omentaux et mésentériques) (Lewis et al. 2002). Le tissu adipeux
abdominal, composé des dépdts viscéraux et sous-cutané abdominal, a été associé a la SH
dans plusieurs études (Bugianesi et al. 2005, Chitturi et al. 2002, Kelley et al. 2003,
Marchesini et al. 2001). De plus, a I’aide des techniques de spectroscopie (‘H MRS) et
d’imagerie (IRM) par résonnance magnétique nucléaire, Thomas et al. (2005) ont montré

qu’une augmentation de 1’adiposité viscérale d’aussi peu que 1% conduisait a une



Tableau I. Altérations métaboliques associées a la stéatose hépatique dans différentes

populations. Tiré de Bugianesi et al. (2005).

Liver Fat Assossment Study Design Study Subjocts Metabolic Alterations Refarence
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| Suppression of plasma FFAs :
Liver blopsy FSIGTT NAFLD;/ CON ] Insulin sensitivity = Hepatic Insulln extraction Pagano et al.24
B-Cell secretion
Liver blopsy 2-step clamp, ?H; glucose,  FL/MASH/CON Nonoxidative glucose disposal (NASH «: FL -« CONT)  Sanyal et al.?!
Hs glycerol, calommetry Suppression of HGO (NASH << FL)
Suppression of lipolysis (NASH - FL)
CT scan Clamp, 2H; glucose T2DM/T2DM + FL Glucose disposal Kelley et al.3®
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Fasting plasma FFA )
Suppression of plasma FFAs
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Insulin clearance rate
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Fasting plasma triglycendes

Seppala-Lindroos et al.42

Goto et al.38
Tiikkatnen et al.3?

Abbreviations: NAFLD, nonalcoholic fatty liver disease: FL, fatty Iver; T2DM, type 2 diabetes mellitus; CT, computed tomography; GDM. gestational diabetes; HGO.
hepatic glucose output; FFA, tee tatty acid; CON, controls; FSIGTT, frequently sampled intravenous glucose tolerance test.
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augmentation de 100% des lipides intra-hépatiques. Les adipocytes viscéraux sont
considérés comme une source privilégiée d’acides gras pour le foie étant donné leur
proximité anatomique avec la veine porte hépatique, leur plus grande sensibilité aux
effets lipolytiques des catécholamines et leur résistance a l’action antilipolytique de
I’insuline (Montague et O’Rahilly 2000). Cependant, cette théorie de la veine porte selon
laquelle I’adiposité viscérale perturbe I’action hépatique de I’insuline en exposant
directement le foie a des concentrations élevées d’acides gras demeure controversée
(Frayn 2000). Des études ont plutét montré que les adipocytes du tissu adipeux sous-
cutané de la région supérieure du corps étaient les principaux contributeurs (jusqu’a 75%)
d’acides gras au pool d’AGNE de la circulation systémique chez des patients obéses et

atteints de diabéte de type 2 (Basu et al. 2001, Martin et Jensen, 1991).

1.1.12 Les médiateurs moléculaires de la lipogenése
L’hyperglycémie et I’hyperinsulinémie caractéristiques de la Rl systémique participent au
développement de la SH en stimulant les processus lipogéniques, i.e. la lipogenése de
novo et la synthése des triacylglycérols (TAG) (Browning et Horton, 2004). L’association
entre la RI, I’augmentation des taux de lipogenése de novo et la SH a été rapportée chez
les souris 0b/ob, db/db et aP2-SREBP-1c, des modéles animaux de diabéte de type 2
(Memon et al. 1993, Shimomura et al. 1999). Plus récemment, |’étude de Donnelly et al.
(2005) a montré que la contribution de la lipogenése de novo au pool des TAG hépatiques
peut aller jusqu’a 26% chez des sujets atteints de SH a I’état de jelne, alors qu’elle ne
dépasse pas 5% chez des sujets sains dans la méme condition (Timlin et al. 2005).
Plusieurs groupes de recherche se sont penchés sur les mécanismes moléculaires par
lesquels I’hyperinsulinémie et 1’hyperglycémie stimulent les processus lipogéniques
hépatiques. Bien que ces mécanismes ne soient pas completement élucidés, ils impliquent

I’activation des facteurs de transcription SREBP-1c, LXR et ChREBP,

1.1.1.2.1 SREBP-Ic
La capacité de I’insuline a stimuler la lipogenése hépatique repose sur l’activation
transcriptionnelle de SREBP-1c - sterol regulatory element-binding protein-l1¢ — une

protéine membranaire qui appartient a la famille des facteurs de transcription basic helix-
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loop-helix-leucine zipper (Ferré et Foufelle 2007). Aprés son activation par I’insuline,
SREBP-I1c induit I’expression d’une dizaine de génes impliqués dans I’utilisation du
glucose et de la biosynthése des acides gras et des TAG, dont la glucokinase (GK),
I’ACC-1 (acetyl-CoA carboxylase-1), la FAS (fatty acid synthase), la SCD-1 (stearoyl-
CoA desaturase-1) et la GPAT (glycerol-3-phosphate acyltransferase) (Figure 3).

Les souris 0b/ob et aP2-SREBP-1¢ sont sévérement résistantes a I’action de I’insuline et
présentent une SH (Shimomura et al. 1999). Chez ces souris, I’hyperinsulinémie stimule
I’expression hépatique de SREBP-1c (2,4 fois et <, ob/ob et aP2-SREBP-Ic,
respectivement), ce qui se traduit par une augmentation de 1’expression de I’ACC (2,5 et
4,7 fois), de la FAS (9,8 et 4,2 fois) et de la GPAT (4,0 et 3,5 fois) en comparaison aux
souris contrdles. De plus, la stimulation des enzymes lipogéniques se refléte par une
augmentation des taux de lipogenése de novo hépatique (43+2,3 vs 6,9+0,5umol d’acides
gras/h/g de foie; P < 0,05, ob/ob vs contrbles, respectivement) et (28+4,5 vs 11+2,4pumol
d’acides gras/h/g de foie; P < 0,05, aP2-SREBP-1c vs contrdles, respectivement). Cette
situation est paradoxale car malgré un état de RI important, le foie des souris 0b/0b et
aP2-SREBP-1c demeure sensible a I’action de I’insuline pour induire les processus
lipogéniques. La délétion du géne codant pour SREBP-1c chez les souris 0b/0b (0b/ob x
Srebp-17") réduit le contenu hépatique en TAG d’environ 50%, sans affecter le degré
d’obésité et de RI (Yahagi et al. 2002). Ces résultats confirment I’implication de SREBP-
lc dans le développement de la SH associée a 1’hyperinsulinémie, malgré la présence

d’un état de RI.

111211 LXR
L’activation de SREBP-1c par I’insuline est en fait indirecte et implique la stimulation
préalable des LXR — liver X receptors (a/f) — des facteurs de transcription membres de la
superfamille des récepteurs nucléaires (Chen et al. 2004). D’abord reconnus comme
régulateurs clés du métabolisme de la bile et du cholestérol, les LXR sont également
requis pour I’induction du programme lipogénique activé par SREBP-1c (Ferré et
Foufelle 2007). La stimulation des LXR induit directement I’activation transcriptionnelle

de SREBP-1c via un élément de réponse LXR (LXRE), ainsi que I’expression
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Figure 3. Voie de la lipogenése a partir du glucose dans le foie. ACC : acetyl-CoA carboxylase; ATP-CL :
ATP citrate lyase; FAS : fatty acid synthase; GK : glucokinase; GLUT?2 : glucose transporter 2; G-6-PDH :
glucose-6-FP dehydrogenase; MDH : malate dehydrogenase; OAA : oxaloacetate; PDH: pyruvate
dehydrogenase; 6-PG-DH : 6-phosphogluconate dehydrogenase; L-PK : liver-type pyruvate kinase; PEP :
phosphoenolpyruvate; SCD : stearoyl-CoA desaturase. Tiré de Ferré et Foufelle (2007).
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subséquente des enzymes lipogéniques et la synthese hépatique des acides gras (Repa et
al. 2000, Schultz et al. 2000). Inversement, la délétion des génes qui encodent les LXR
entraine une diminution majeure de 1’expression hépatique de SREBP-Ic, des enzymes
lipogéniques et du contenu hépatique en TAG (environ six fois) des souris Lxro/B” en
comparaison aux souris contréles. De plus, les LXR stimulent directement une enzyme
lipogénique essentielle, la FAS, qui exprime un élément de réponse LXRE sur sa région
promotrice (Joseph et al. 2002). Cette activation est indépendante de SREBP-Ic et
suggére que l’activation des deux facteurs de transcription (SREBP-1c et LXR) est
requise pour induire I’expression maximale de la FAS (Figure 4). Pour se lier a la
séquence promotrice des génes qu’ils régulent, les LXR doivent obligatoirement former
un hétérodimére avec un autre récepteur nucléaire membre des RXR — retinoid X
receptors. L’insuline semble produire un ligand pour les LXR, les RXR, ou les deux,

permettant 1’activation transcritptionnelle du complexe LXR/RXR (Chen et al. 2004).

11122 ChREBP |
L’hyperglycémie stimule aussi la lipogenése hépatique par un mécanisme indépendant de
I’insuline qui implique ChREBP — carbohydrate responsive element-binding protein - un
autre facteur de transcription membre de la famille basic helix-loop-helix-leucine zipper
(Denechaud et al. 2008). L’accumulation cellulaire de glucose initie I’activation
transcriptionnelle de ChREBP en favorisant son passage du cytosol vers le noyau et sa
liaison aux séquences promotrices des génes qu’il régule. D’une part, ChREBP induit la
L-PK (liver-type pyruvate kinase), une enzyme clé de la glycolyse exclusivement régulée
par le glucose, qui catalyse la conversion du phosphoenol pyruvate en pyruvate. Le
pyruvate qui entre dans le cycle de Krebs génére du citrate, la principale source d’acétyl-
CoA utilisée pour la synthése des acides gras (Figure 3). D’autre part, ChREBP stimule

I’expression de la plupart des enzymes lipogéniques de concert avec SREBP-Ic.

Bien qu’il soit attendu que 1’expression de ChREBP et SREBP-1c augmente a 1’état post-
prandial, le contenu hépatique de leurs transcrits est supérieur d’environ 33% (P < 0,05)
chez les souris 0b/ob en comparaison aux souris contrdles en réponse & la prise

alimentaire (Dentin et al. 2006). De plus, I’expression de ChREBP, de méme que celle
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Figure 4. Représentation schématique des sites de liaison des facteurs de transcription sur le promoteur de.

la FAS. FAS : fatty acid synthase. Tiré de Joseph et al. (2002).
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des enzymes qu’il régule (GK, L-PK, ACC, FAS, etc) demeure significativement élevée
chez les souris ob/ob a I’état de jetine (24h). Ces résultats suggérent un mécanisme
pouvant expliquer les taux élevés de lipogeneése de novo basale rapportés chez les sujets
de I’étude de Donnelly et al. (2005). Dans cette étude, la contribution de la lipogenese de
novo basale au pool de TAG hépatiques allait jusqu’a 26% chez les sujets atteints de SH,
alors qu’elle dépasse rarement 5% chez des sujets sains. Toutefois, la lipogenése
hépatique n’est pas forcément comparable chez le rongeur et chez I’homme (Donnelly et

al. 2004).

Inversement, !’inactivation du géne qui encode ChREBP in vitro (siChREBP sur
hépatocytes en culture) et in vivo (souris ChREBP™) entraine une diminution de
I’utilisation du glucose et des taux de synthése des acides gras (jusqu’a 65%), conduisant
a une réduction du stockage hépatique des TAG et ce, indépenda-mment de SREBP-Ic
(Dentin et al. 2004, lizuka et al. 2004). Ces résultats ont €té confirmés par Dentin et al.
(2006), qui ont généré un modele encore plus ciblé en inactivant spécifiquement
P’expression hépatique de ChREBP par I’injection d’un adénovirus (Ad-shChREBP) chez

des souris 0b/0b.

Ainsi, I’expression des SREBP-1c, LXR et ChREBP est nutritionnellement régulée; leur
activation concertée coordonne la conversion des glucides en excés en acides gras et est
requise pour I’induction optimale du programme lipogénique au niveau du foie. De plus,
la stimulation hépatique de ces facteurs de transcription est amplifiée dans les conditions
d’hyperglycémie et d’hyperinsulinémie qui caractérisent la RI, ce qui contribue a la

pathogenése de la SH (Figure 5).

1113 Apport énergétique et diétes riches en lipides
En accord avec les mécanismes discutés jusqu’a présent, le gain d’adiposité, la sensibilité
a I’insuline et le contenu lipidique du foie sont affectés par la prise aliméntaire (Hu,
2001). A cet égard, plusieurs études ont investigué le réle de certains macro-nutriments
comme les glucides, ou davantage en lien avec les études de notre laboratoire, les lipides,

dans la pathogenése de la SH (Anurag et Anuradha 2002, Huang et al. 2007, Lé et
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des TAG dans le foie. L’activation de ChREBP médiée par le glucose est. requise pour induire la
transcription de la L-PK et de ’ACC. L’expression génétique de la FAS est régulée de fagon synergique
par ChREBP, LXR et SREBP-1c. La SCD-1 et la GPAT sont sous le contréle transcriptionnel de SREBP-
lc et/ou des LXR. Alors que les LXR jouent un rdle central dans la signalisation de I'insuline via le
controle traﬁscriptionnel de SREBP-Ic, aucune évidence n’indique une implication directe des LXR dans la
voie de signalisation du glucose qui implique l’activation de ChREBP. LXR : liver X receptors; ChREBP :
carbohydrate responsive element-binding protein; SREBP-1c : sterol regulatory element-binding protein-
lc; L-PK : liver-type pyruvate kinase; ACC : acetyl-CoA carboxylase; SCD-1 : stearoyl CoA desaturase-1;

GPAT : glycerol-3-phosphate acyltransferase. Tiré de Denechaud et al. (2008). v
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Bortolotti 2008). Samuel et al. (2004) ont montré la rapidité (3 jours) avec laquelle la
consommation d’une diéte riche en lipides augmente le contenu hépatique en TAG chez
le rat. Dans le but de caractériser la cinétique d’infiltration hépatique a plus long terme
avec un modéle similaire, Gauthier et al. (2006) ont soumis des rats a une diéte riche en
lipides (42% de I’énergie) durant 16 semaines et ont rapporté une augmentation d’environ
200% des TAG hépatiques dans les 2 premiéres semaines, un retour aux valeurs basales
entre les 2° et 6° semaines et a nouveau, une accumulation lipidique d’environ 17% entre
la 6° semaine et la fin du protocole expérimental. Ainsi, face a une charge lipidique, le
foie semble agir comme un tampon systémique de lipides, qu’il a la capacité d’absorber

rapidement et de relacher dans le plasma avant de s’infiltrer a nouveau.

En somme, le manque de variété dans la composition macro-nutritionnelle de la diéte
semble étre a I’origine des désordres métaboliques (hyperglycémie, hyperinsulinémie,
augmentation des AGNE du plasma, etc) qui favorisent ’accumulation hépatique de
lipides (Toshimitsu et al. 2007, Vilar et al. 2008). Evidemment, la persistance d’un bilan
énergétique positif joue un role de premier plan dans le gain d’adiposité et I’accumulation
hépatique de lipides; la SH pourrait simplement résulter, au début de son développement,
du stockage sous forme lipidique de 1’énergie non métabolisée chez ceux qui ont une
prise alimentaire excédentaire (Figure 6) (Lewis et al. 2002, Reddy et Rao 2006). La
restriction énergétique est d’ailleurs associée a une résorption de la SH induite par un

excédent alimentaire (Ueno et al. 1997, Yamamoto et al. 2006).

1.1.2. Les voies d’élimination des lipides hépatiques
1.1.2.1 L oxydation B des acides gras
Le taux d’oxydation hépatique des acides gras est approximativement proportionnel aux
concentrations d’AGNE du plasma et donc a leur disponibilité dans les hépatocytes
(Lewis et al. 2002). Ainsi, la SH devrait étre associée a une stimulation de 1’oxydation
hépatique des acides gras et effectivement, Buggianesi et al. (2001) ont rapporté une
¢élévation de plus du double des concentrations plasmatiques de B-hydroxybutyrate avec
la SH. Cependant, il appert que I’oxydation des lipides n’est pas stimulée suffisamment

pour prévenir leur accumulation dans les hépatocytes ou encore, que I’accumulation



18

Increased calonie intake
Reduced energy expenditure
~, GENES + i
ENVIRONMENT

| Positive net energy balance L
¢ .,
[ncreasing ADIPOCYTE %
wiglyceride stores and
insulin resistance

Fanv acid “spillover’ from
adipose to non-adipose tissue

Triglyceride
accumulation in non-adipose tissues

LIVER
Increased VILDL production
hinpaired hepatic glucose pctabolisin
Reduced insulin clearance

Lipoprotein far Lipoprotcin for

delivery Jodivery > STy
MUSCLE ' <" PANCREAS

mparred muscie glucese
metabolism

{-cell hyperfunction )
B-cell dystunction -7
B-cetl damage
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Lewis et al. (2002).
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hépatique d’acides gras surpasse la capacité de 1’oxydation  mitochondriale (Angulo

2002, Reddy et Rao 2006).

La stimulation des processus lipogéniques par I’hyperinsulinémie et 1’hyperglycémie qui
accompagnent la SH fait partie des phénomeénes qui contribuent a freiner I’ utilisation des
acides gras. En effet, ’accumulation de malonyl CoA qui résulte de [’activation de
SREBP-1c et ChREBP inhibe de fagon allostérique I’activité de la CPT-1 (carnitine
palmitoyl transferase-1), I’enzyme qui catalyse 1’étape limitante de I’oxydation P des

acides gras (Figure 7) (Ruderman et al. 2003).

Dentin et al. (2006) ont montré que 1’inactivation spécifique de ChREBP hépatique (Ad-
shChREBP) chez des souris ob/ob entrainait une réduction du contenu hépatique en
malonyl CoA, de méme qu’une augmentation des concentrations de -hydroxybutyrate
du plasma (2-3 fois; P < 0,05) et des hépatocytes (5 fois; P < 0,05). De plus, ces
modifications se sont traduites par une résorption de la SH (42,5+2,6 vs 33,1+3,4mg
TAG/g foie, P < 0,05; ob/ob vs shChREBP, respectivement). Au niveau du foie,
’utilisation des acides gras est sous la gouverne de PPARa, le principal médiateur
moléculaire responsable de la régulation des systémes oxydatifs hépatiques (Rao et
Reddy 2004, Reddy et Rao 2006). La discussion qui suit met en évidence la relation entre
les altérations de 1’activité de PPARa et la SH.

1.1.2.1.1. PPARa
PPARa - peroxysome proliferator-activated receptor alpha - est un récepteur nucléaire
qui stimule I’expression des systémes oxydatifs hépatiques, i.e. les oxydations
mitochondriale, peroxysomale et microsomale (Desvergne et al. 2004, Rao et Reddy
2004, Reddy et Rao 2006). Bien que I’oxydation B mitochondriale soit la seule qui soit
directement dévolue a la fourniture d’énergie cellulaire, les oxydations B peroxysomale et
W) microsqmale contribuent également a I’homéostasie hépatique des lipides; elles
métabolisent les acides gras potentiellement toxiques, i.e. les prostanoides, les
métabolites intermédiaires des acides biliaires et les acides gras dicarboxiliques, ainsi que

les acides gras a chaines branchées et a chaines trés longues (> Cyg), qui doivent étre
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palmitoyl transferase-1; LCFA : long-chain fatty acyl CoA. Tiré de Rutherman et al. (2003).
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raccourcies pour pouvoir entrer dans la mitochondrie. PPARa est activé par les influx
cellulaires d’acides gras qui stimulent ainsi leur propre utilisation, faisant de PPARa un
« senseur de lipides » a la base de I’activation du programme génétique d’utilisation des

lipides.

La délétion du géne qui encode PPARa (souris PPARa'/') entraine une réduction de
’expression constitutive des enzymes impliquées dans I’oxydation 8 mitochondriale, de
méme qu’une réduction d’environ 50% de [’activité de cette voie métabolique,
conduisant au développement progressif d’une SH (Aoyama et al. 1998, Costet et al.
1998). Costet et al. (1998) ont mis en évidence un dimorphisme sexuel dans la régulation
du métabolisme des lipides par PPARa, avec le développement d’une SH beaucoup plus
sévére chez les miles (TAG hépatiques 9,5 fois élevés chez PPARa”™ vs contrdles; P <
0,05) que chez les femelles (TAG hépatiques 2,7 fois plus élevés chez PPARa™ vs
contrdles; P < 0,05). Chez les souris males, I’'inhibition de PPARa a également été
associée a la stimulation de I’expression hépatique de PPARy (d’environ 40%; P < 0,05,
PPARa™ vs contrdles), un membre PPAR responsable de I’adipogenése normalement
faiblement exprimé au niveau du foie. De plus, les souris PPARa” sont incapables de
stimuler les systémes oxydatifs hépatiques face a une charge lipidique, et des situations
comme le jeine prolongé (48-72h) entrainent l¢ développement d’une SH sévere chez ces

souris (Hashimoto et al. 2000).

Ainsi, I’activation de PPARa est critique pour stimuler I’utilisation des acides gras et
détermine le degré d’accumulation hépatique de TAG. De plus, un excés d’acides gras
intra-hépatiques atténue le role de « senseur lipidique » de PPARa, conduisant & une
stimulation insuffisante des systémes oxydatifs face a l’augmentaﬁon de la charge

lipidique (Figure 8) (Reddy et Rao 2006).

1.1.2.2. L’assemblage et la sécrétion des VLDL
L’accumulation d’acides gras est toxique pour les hépatocytes qui disposent de différents
moyens pour les neutraliser (lipogenése) ou les éliminer (processus oxydatifs)

(Neuschwander 2003). Une autre voie importante d’élimination hépatique des acides gras
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Figure 8. Interactions entre les systémes oxydatifs et PPAR«a dans le métabolisme énergétique du foie. Au

niveau du foie, les oxydations mitochondriale, peroxysomale et microsomale sont régulées par PPARa.

L’activation du rdle de senseur de PPARa dans le foie et I’induction des 3 systémes oxydatifs augmentent

la combustion des réserves d’énergie et diminuent le stockage des lipides. A I’inverse, |'inhibition du réle

de senseur de PPARa ou la diminution de la capacité d’oxydation des acides gras entraine une réduction de

I'utilisation des réserves et une augmentation de la lipogenése, ce qui conduit a la stéatose. Des anomalies

associées aux différents systémes oxydatifs hépatiques causées par des perturbations génétiques, toxiques et

métaboliques entrainent aussi une diminution du catabolisme des réserves d’énergie, conduisant au

stockage de lipides dans les hépatocytes. PPARa : peroxysome proliferator-activated receptor alpha. Tiré

de Reddy et Rao (2006).
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est leur sécrétion sous forme de TAG dans les VLDL (very-low-density lipoprotein).
L’assemblage des VLDL est un processus complexe constitué de deux phases
principales qui se déroulent dans le réticulum endoplasmique (Gibbons et al. 2004).
Brievement, la premiére phase d’assemblage implique 1’addition d’une petite quantité de
TAG a une molécule d’apolipoproféine B100 (apoB100) et donne naissance au
précurseur du VLDL. Ensuite, la seconde phase de maturation nécessite la fusion du
précurseur a une particule trés riche en TAG préalablement formée. L’intervention de
différentes enzymes, dont la MTP (microsomal triacylglycerol transfer protein), est
requise pour la mobilisation des TAG a partir du pool du réticulum endoplasmique et la

maturation du VLDL (Figure 9).

Chez les sujets sains, I’insuline inhibe la sécrétion des VLDL par un mécanisme qui
augmente la dégradation de 1’apoB100 (Brown et Gibbons 2001, Malmstrom et al. 1997).
Cependant, la RI est associée a une augmentation de la production de VLDL, malgré
I’état d’hyperinsulinémie. En réponse a un clamp hyperinsulinémique/hyperglycémique,
Malmstrém et al. (1997) ont rapporté une suppression de 3+8% de la production de
VLDL chez des sujets diabétiques, alors que [I’infusion d’insuline a induit une
suppression de 50+15% de leur production chez les sujets contrdles. L’augmentation de
la disponibilité des acides gras, des taux de lipogenése hépatique et de I’activité de la
MTP, de méme que la perte de la capacité¢ de I’insuline a dégrader 1’apoB100 sont des
mécanismes qui permettent d’expliquer ce phénoméne et suggére un lien entre la RI,
I’augmentation de la sécrétion des VLDL et l’hypertriglycéridémie (Fisher et Ginsberg
2002, Ota et al. 2008). Cependant, la RI et les dyslipidémies coexistent fréquemment
avec la SH, ce qui semble paradoxal et suggéere que le foie insulino-résistant ne parvient
pas a sécréter suffisamment de VLDL pour prévenir le développement de la SH (Kelley

et al. 2003, Marceau et al. 1999, Marchesini et al. 1999).

1.1.2.3. Les facteurs adipocytaires
La fonction du tissu adipeux a longtemps été réduite a celle d’un réservoir de TAG
(Ahima 2006, Quershi et Abrams 2007). Cependant, le tissu adipeux est maintenant

reconnu comme un tissu métaboliquement actif et un organe endocrine a part entiére qui
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Figure 9. Schématisation de la formation de la particule riche en TAG précurseur du VLDL. Les AGNE du

plasma sont pris par les hépatocytes et sont estérifiés par la DGAT-1 pour former des TAG qui sont stockés

dans le cytosol. Le TAG précurseur du VLDL est mobilisé par I’action lipolytique de I’AADA et/ou de la

TGH. Les produits de la lipolyse sont ré-estérifiés par la DGAT-2. Certains produits des TAG sont dirigés

vers une particule riche en TAG précurseur du VLDL (voie b) alors que d’autres sont recyclés dans le

cytosol (voie a). La voie (a) est stimulée par I'insuline et la voie (b), par la MTP. Les acides

phosphatidiques formés par I’activation de la phospholipase-D médiée par ARF-1 contribuent autant 2 la

formation des TAG impliqués dans la formation de la particule riche en TAG précurseur du VLDL qu’a

celle du VLDL mature. VLDL : very-low-density lipoprotein; DGAT : diacylgycerol acyltransferase;

AADA : arylacetamide deacetylase; TGH : TAG hydrolase; MTP : microsomal TAG transfer protein;

ARF-1 : ADP-ribosylation factor 1. Tiré de Gibbons et al. (2004).
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assure différentes fonctions régulatrices tant au niveau du métabolisme que de
I’inflammation par I’intermédiaire des facteurs qu’il sécréte. Plus de 100 facteurs
adipocytaires ont été identifiés, parmi lesquels on retrouve les acides gras, les adipokines,
des cytokines, des stéroides, le cholestérol et des prostanglandines, qui agissent de fagon
autocrine, paracrine et endocrine sur I’ensemble des cellules de I’organisme. L’obésité est
caractérisée par une expansion du tissu adipeux, qui est dans un état d’inflammation
chronique; cet état altére le stockage des lipides et le métabolisme des facteurs qu’il
sécréte (Trayhurn et Wood 2004). Exception faite de 1’adiponectine, la sécrétion des
facteurs adipocytaires augmente avec ’obésité. Le foie est un tissu particuliérement
sensible aux actions des facteurs adipocytaires qui, a I’instar des acides gras, influencent
le métablisme des lipides et interférent avec la voie de signalisation de I’insuline. La
discussion qui suit sera limitée a la présentation de la leptine, une adipokine pour laquelle

la contribution au métabolisme hépatique des lipides est la mieux documentée.

1.1.2.3.1. La leptine
La leptine est la premiére adipokine a avoir été caractérisée (1994); elle est encodée par le
géne ob et agit via un récepteur membranaire (OB-R) membre de la famille des
récepteurs de cytokines de classe I (Koerner et al. 2005, Zhang Y et al. 1994). La leptine
est principalement synthétisée par les adipocytes matures en réponse aux variations du
statut nutritionnel et de la masse adipeuse. La suralimentation, le glucose, I’insuline et
I’obésité stimulent sa production, alors que le jetline, la restriction énergétique, 1’exercice
prolongé et la perte de poids I’inhibent (Ahima 2006, Margetic et al. 2002). Au niveau de
I’hypothalamus, la leptine stimule la sécrétion des peptides anorexigénes par les neurones
POMC (pro-opiomelanocortin) et CART (cocaine and amphetamine related transcript),
alors qu’elle inhibe celle des peptides orexigénes NPY (neuropeptide Y) et AGRP (agouti
related protein). Ces circuits interragissent avec d’autres centres du systéme nerveux
central pour coordonner I’appétit et moduler les signaux périphériques qui régulent le
métabolisme et la dépense énergétique (Friedman and Halaas 1998). Ainsi, les souris
ob/ob sont obéses et diabétiques, et existent dans un état de « famine » caractérisé par une
hyperphagie sans satiété; I’administration de leptine corrige ce phénotype (Pelleymounter

1995, Zhang Y et al. 1994).
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Les effets métaboliques de la leptine ne se limitent pas a son action anorexigéne; la
leptine agit directement au niveau du foie et des tissus périphériques qu’elle sensibilise
aux actions de I’insuline, en plus d’y exercer un effet anti-stéatotique (Margetic et al.
2002). Cet effet a d’abord été montré sur des ilots pancréatiques isolés par Shimabukuro
et al. (1997). Dans cette étude, la présence de leptine (20 ng/mL) dans le milieu de culture
a réduit d’environ 75% le contenu cellulaire en TAG. De méme, des perfusions
hépatiques de leptine (10 ng/mL) ont conduit a une diminution de 42% des concentrations
tissulaires de TAG (Huang et al 2004). Des résultats similaires ont été obtenus suite a des
infusions systémiques de leptine chez le rat (Huang et al. 2006). Il existe aussi une
littérature qui soutient que I’effet de la leptine sur le foie passe par le systéme nerveux
central, surtout a faibles concentrations plasmatiques (Margetic et al. 2002). Toutefois,
I’effet anti-stéatotique de la leptine n’est pas observé chez la plupart des modéles
d’obésité (humain, souris db/db, rat fa/fa), pour lesquels les concentrations élevées de
leptine sont directement corrélées a la sévérité de la SH (Huang et al. 2004, Huang et al.
2006, Margetic et al. 2002, Shimabukuro et al. 1997). Ces observations suggerent un état
de résistance hépatique a la leptine qui pourrait favoriser le développement de la SH

(Fishman et al. 2007, Huang et al. 2004, Huang et al. 2006, Shimabukuro et al. 1997).

L’effet anti-stéatotique de la leptine repose sur sa capacité a stimuler I’oxydation des
acides gras et a inhiber la synthése des TAG (Huang et al. 2006, Shimabukuro et al.
1997). Bien que D’activation de PPARa soit requise pour médier les effets anti-
stéatotiques de la leptine au niveau du foie, un autre mécanisme a été ciblé (Lee Y et al.
2002). Une analyse du profil transcriptionnel de la leptine a révélé qu’elle réprime
spécifiquement le gene de la SCD-1 et que c’est par ce mécanisme que seraient

principalement traduits ses effets anti-stéatotiques au niveau du foie (Cohen et al. 2002).

112311 SCD-1
La SCD-1 est une enzyme microsomale qui catalyse 1’étape limitante de la biosynthése
des acides gras monoinsaturés essentiels a la synthése des TAG (Enoch HG 1978). La
SCD-1 stimule la conversion des acides palmitique (16:0) et stéarique (18:0) en acides

palmitoléique (16:1) et oléique (18:1), respectivement, par I’insertion d’un double lien
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entre les 9° et 10° carbones des acides gras saturés. La régulation transcriptionnelle de la
SCD-1 est principalement stimulée par SREBP-1c, alors que la leptine 1’inhibe (Cohen et
Friedman 2004). Chez les souris ob/ob, la SH est associée a une augmentation de
I’expression hépatique des transcrits et de I’activité enzymatique (7 fois; P < 0,0005) de
la SCD-1 en comparaison aux souris contrdles, et I’administration de leptine normalise
ces perturbations au-dela d’une restriction de la prise alimentaire (Cohen et al. 2002).
L’inhibition de I’activité de la SCD-1 par la leptine empéche la production des acides
gras monoinsaturés, ce qui limite la synthése des TAG, leur accumulation dans les
hépatocytes et leur sécrétion sous forme de VLDL (Miyazaki et al. 2000). De plus,
I’accumulation cellulaire d’acides gras saturés inhibe I’activité de I’ACC et donc, la
formation de malonyl-CoA, ce qui dirige les acides gras vers 1’oxydation plut6t que vers

la synthése des TAG (Figure 10).

L’étude des souris asebia (ab”/ab’) a mis en évidence I’importance de la suppression de
Pactivité de la SCD-1 dans la médiation des effets anti-stéatotiques de la leptine au
niveau du foie (Miyazaki et al. 2000, Ntambi et al. 2002). Les souris ab”/ab’, qui
produisent une SCD-1 non-fonctionnelle, sont caractérisées par un faible contenu
hépatique en TAG et une faible production de VLDL qui ne peuvent étre expliquées par
une action de la leptine; effectivement, ces souris ont également trés peu d’adiposité. Ces
observations ont conduit a la génération du double mutant abJ/abJ;ob/ob, qui présente un
contenu hépatique en TAG comparable a celui des souris contrdles, malgré 1’absence de
leptine. Ainsi, le role de la leptine serait peut-étre davantage celui de permettre le gain
d’adiposité en période d’abondance tout en prévenant 1’accumulation ectopique de lipides
(Unger 2005). Toutefois, I’obésité entrainerait une perte de sensibilité tissulaire 4 la

leptine conduisant a la lipotoxicité du foie et des tissus maigres.
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Figure 10. Mécanisme a la base de I’augmentation de la dépense énergétique chez les souris déficientes en
SCD-1. En Vabsence de la SCD-1, la synthése des TAG et des YLDL est bloquée conduisant a la
diminution du stockage et de la sécrétion hépatiques des lipides. Une déficience en SCD-1 cause une
augmentation du pool de fatty acyl saturés, qui inhibent de fagon allostérique I’ACC. L’ inhibition de I'ACC
réduit la formation de malonyl CoA, un métabolite qui inhibe normalement la CPT-1 mitochondriale.
Ainsi, la diminution des concentrations de malonyl CoA léve le frein sur I’oxydation des acides gras, ce qui
augmente leur utilisation., SCD-1 : stearoyl CoA desaturase-1; VLDL : very-low-density lipoprotein; ACC :

acetyl-CoA carboxylase, CPT-1 : carnitine palmitoyl transferase-1. Tiré de Cohen et Friedman (2004).
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En résumé, la RI qui affecte prioritairement certains tissus - certains affirment qu’il s’agit
du foie (Revue Shulman 2000), d’autres, du tissu adipeux (Revue Lewis 2002) - et
I’impact de I’hyperinsulinémie compensatoire sur les tissus qui demeurent sensibles a
I’action de I’insuline affectent les voies hépatiques de prise, de synthése, d’oxydation et
de sécrétion des lipides. L’accumulation ectopique de lipides qui résulte de 1’expansion
de la masse adipeuse compromet également la signalisation de I’insuline, sans oublier
I’influence des adipokines comme la leptine sur le métabolisme hépatique des lipides

(Figure 11) (Revue Duvnjak 2007).
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Figure 11. Effet de la RI sur le métabolisme des lipides. La RI et I’hyperinsulinémie qui en résulte
conduisent a 'accumulation de lipides dans les hépatocytes par plusieurs mécanismes. Dans le tissu
adipeux, la RI augmente la lipolyse des TAG et inhibe 'estérification des acides gras. 1| en résulte une
augmentation des AGNE qui sont pris par le foie. L’hyperinsulinémie augmente la lipogenése hépatique et
inhibe leur oxydation, ce qui favorise I’accumulation d’acides gras dans les hépatocytes. De plus,
I’augmentation de la dégradation de I’apoB diminue la production de VLDL. L’accumulation de lipides
dans les hépatocytes favorise la RI hépatique. FFA : free fatty acids; VLDL : very-low-density lipoprotein.
Tiré de Duvnjak et al. 2007.
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1.2. Implication du retrait de ’action estrogénique dans le développement de
la stéatose hépatique
1.2.1 Présentation de la voie estrogénique
1211 Les estrogeénes

Les estrogénes sont une famille d’hormones stéroides C,g principalement synthétisées par
I’ovaire a partir du cholestérol, par une voie qui implique 2 déshydrogénases (3B-HSD et
17B-HSD) et 3 cytochromes P450 (CYP11Al, CYP17 et CYP19) (Figure 12)
(Ackerman et Carr 2002). Les tissus qui expriment |’enzyme aromatase (CYP19; tissu
adipeux, peau, os, cerveau, placenta, muscle, etc) peuvent aussi produire des estrogénes a
partir de précurseurs androgéniques C;9, comme la testostérone et 1’androsténédione
(Nelson et al. 2001). Chez la femme post-ménopausée, les surrénales sont la source
principale des précurseurs stéroidiens qui serviront a la synthése périphérique des
estrogenes alors que chez I’homme, c’est le testicule qui en est majoritairement
responsable. Le tissu adipeux peut également contribuer de fagon significative au pool
d’estrogénes du plasma chez le mile comme chez la femelle (Simpson et al. 2000).
D’ailleurs, plusieurs études ont corrélé les concentrations d’estrogenes du plasma a la
masse adipeuse chez la rate Ovx, chez la femme et chez I’homme (Fernandez-Real et al.
1999, Mystkowski et Schwartz 2000, Schneider et al. 1979, Zhao H et al. 2005). Le type
d’estrogéne produit différe selon le site de synthése; I’ovaire synthétise principalement le
17B-estradiol (E;) alors que le tissu adipeux produit de I’estrone. Ainsi, chez;la femme

pré-ménopausée, E; est I’estrogéne qui présente 1’action biologique la plus importante.

1.2.1.2. Les mécanismes de [’action estrogénique
Le principal mécanisme par lequel I’action estrogénique est transmise aux cellules de
I’organisme passe par la liaison d’estradiol (E;) avec un des deux isoformes connus du
récepteur estrogénique - ERa ou ERP (Hall et al 2001, Heldring 2007). Les récepteurs
estrogéniques (ER) sont membres de la superfamille des récepteurs nucléaires et agissent
comme des facteurs de transcription lorsqu’ils sont activés. Normalement, ER est localisé
dans le cytosol des cellules; sa liaison avec E; permet son homodimérisation et sa

translocation nucléaire, ou le complexe E;-ER se lie a un élément de réponse aux
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Figure 12. Principales voies de biosynthése des estrogénes dans I’ovaire humain. Les principaux
compléments enzymatiques des cellules du corps lutéal (corpus luteum), de la théque et de la granulosa sont
présentés dans les accolades. Ces cellules produisent principalement de la progestérone et de la 17-
hydroxyprogestérone (corps lutéal), des androgeénes (théque) et des estrogénes (granulosa). Les principaux
sites d’action de la LH et de la FSH sont montrés par les fleches horizontales. LH : hormone lutéinisante;

FSH : hormone folliculo-stimulante. Tiré de Ackerman et Carr (2002).
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estrogénes (ERE) de la région promotrice des génes qu’il régule. Cette liaison peut

stimuler ou réprimer la transcription du géne cible (Figure 13; 1).

En plus de la voie d’activation classique, une voie d’activation indépendante de la liaison
de E; avec ER semble exister; cette voie impliquerait la phosphorylation des fonctions
d’activation transcriptionnelle (AF-1 ou AF-2; Figure 14) de ER par des kinases
intracellulaires préalablement stimulées par des facteurs de croissance (Figure 13; 2).
L’activation transcriptionnelle de ER pourrait également passer par la liaison du
complexe E;-ER & un élément de réponse alternatif (AP-1) plutét qu’a un ERE de la
région promotrice du géne cible. Cette voie d’activation impliquerait donc une liaison
indirecte du cofnplexe E,-ER a I’ADN (Figure 13; 3). Enfin, plusieurs résultats suggérent
I’existence d’une voie estrogénique non-génomique, via la liaison de E; a des ER
membranaires couplés a des protéines G ou a la voie de signalisation tyrosine kinase
(Kelly et Levin 2001). La génération de seconds messagers intracellulaires suite a cette
activation permettréit la transmission de réponses cellulaires rapides, comme par exemple
I'induction des flux intracellulaires de Ca®* nécessaires a la formation de monoxyde

d’azote dans les monocytes (Figure 13; 4).

Il est maintenant reconnu que les effets des estrogénes ne se limitent pas au systéme
reproducteur féminin; presque tous les tissus de 1’organisme sont sous influence
estrogénique et ce, autant chez le male que chez la femelle (Ciocca et al. 1995). Les tissus
métaboliquement actifs comme le foie sont particuliérement sensibles aux effets des

estrogénes, qui y régulent différentes fonctions dont le métabolisme des lipides.

1.2.2, Estrogenes et stéatose hépatique
Les mécanismes impliqués dans la régulation du métabolisme hépatique sont finement
régulés par des facteurs génétiques, nutritionnels et hormonaux auxquels participent les
estrogénes. Dés 1975, Mukherjea et Biswas ont associé le retrait de ’action estrogénique
par 'ovariectomie (Ovx) chez la rate & I’accumulation hépatique de lipides. Cette
observation a été confirmée plus récemment par des études du groupe de Richard, qui ont

montré une augmentation de plus du double (P < 0,05) du contenu hépatique en TAG
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Figure 13. Représentation schématique des différents mécanismes de signalisation de I’estradiol et du
récepteur estrogénique. Les effets biologiques de I’estradiol sont médiés par au moins guatre voies. 1) Voie
classique impliquant la liaison du complexe E;-ER a un ERE sur les promoteurs des génes cibles. 2) Voie
d’activation indépendante du ligand, impliquant |a phosphorylation de ER et sa liaison 4 un ERE sur les
promoteurs des génes cibles. 3) Voie d’activation indépendante de la liaison de ER 4 un ERE, mais qui
implique la liaison de ER a une région AP-1. 4) Voie d’activation impliquant la liaison de E; a un ER
membranaire. E; : estradiol; ER : estrogen receptor; ERE : estrogen response element; AP-1 : alternative

response element; GF : growth factor; R : receptor. Tiré de Hall et al. (2001).
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Figure 14. Représentation schématique de ERa (humain). Les domaines du récepteurs incluent le domaine
de liaison a "ADN (DBD), le domaine de liaison a I’hormone (LBD) et les fonctions d’activation

transcriptionnelle (AF-1, AF-2). Tiré de Heldring et al. (2007).
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chez des rates Ovx (3 semaines) en comparaison a des rates controles (Deshaies et al.
1997, Picard et al. 2000). La délétion génétique du géne CYP19 qui encode I’enzyme
aromatase (ArKQ) entraine le développement d’une SH encore plus sévere, se traduisant
par un contenu hépatique en TAG chez les souris ArKO jusqu’a 6 fois supérieur (P <
0,0001) & celui des souris controles (Hewitt et al. 2004, Jones et al. 2000, Nemoto et al.
2000). Lemieux et al. (2005) ont aussi rapporté une augmentation d’environ 3 fois (P <
0,05) de l’accum‘ulation hépatique de lipides chez les souris ERKO (délétion génétique du
récepteur estrogénique) en comparaison aux souris controles, qui s’est avérée
statistiquement significative chez le male seulement. Les auteurs de 1’étude ont attribué
cette différence a une plus grande sensibilit¢é des mécanismes de régulation du
métabolisme lipidique hépatique des maéles face aux modulations de [’action
estrogénique. Ces observations ne sont pas sans rappeller le dimorphisme sexuel de la SH

des souris PPARa™ rapporté par Costet et al. (1998) (section 1.1.2.1.1).

L’association entre le retrait de I’action estrogénique et la SH a également €té rapportée
chez ’humain. Une étude conduite aupres de 6648 sujets (3530 hommes et 3118 femmes)
de 20 ans et plus a révélé une prévalence de la SH plus élevée chez les hommes que chez
les femmes, mais uniquement avant I’arrivée de la ménopause (Park et al. 2006). Ainsi, la
prévalence de la SH est jusqu’a deux fois plus élevée chez les femmes post-ménopausées
que chez les femmes pré-ménopausées (Clark et al. 2003, Ludwig et al. 1980, Park et al.
2006, Sorrentino et al. 2004, Volzke et al. 2007). De méme, la prise d’anti-estrogénes
(tamoxifen) utilisés comme traitement préventif du cancer du sein a été associée 4 une
augmentation des risques de développer une stéatohépatite (Bruno 2005). Inversement,
des études ont rapporté une correction de la SH par la prise d’un traitement estrogénique.
Chez des femmes diabétiques, 1’hormonothérapie de remplacement (HRT) composée de
faibles doses d’estradiol a corrigé 1’élévation plasmatique des aminotransférases, des
enzyrﬁes libérées par le foie en réponse aux lésions cellulaires pouvant étre causées par
I’accumulation de lipides (McKenzie et al. 2006). De plus, Maffei et al. (2004) ont
montré une résorption de I’insulino-résistance systémique et de la stéatohépatite suite a

un traitement estrogénique administré a un homme atteint d’une mutation du géne de
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I’aromatase. Le tableau II retrace une quinzaine d’études qui ont rapporté une

accumulation hépatique de lipides dans différents contextes de déficits estrogéniques.

Ainsi, il semble que les estrogénes exercent un réle protecteur contre 1’accumulation
hépatique de lipides. Bien que la relation entre le retrait de ’action estrogénique et la SH
soit établie, peu d’études ont directement investigué les mécanismes qui en sont
responsables. La discussion qui suit visera d’abord a montrer la contribution indirecte du
retrait de I’action estrogénique au développement de la SH par son influence sur
I’obésité. Ensuite, I’implication de ’action estrogénique sur la régulation des voies
hépatiques de synthése et d’oxydation des lipides sera discutée. Ces mécanismes ont été

ciblés en lien avec les études qui composent la présente thése.

123 Le retrait de l’action estrogénique : un modeéle d’obésité
1.23.1 Composition corporelle et distribution abdominale du tissu
adipeux

Les modeles de déficit estrogénique sont tous caractérisés par un gain de poids corporel
qui se manifeste principalement sous forme d’adiposité, bien que des gains protéiques
aient également été rapportés (Chen et Heiman 2001, Deshaies et al. 1997, McElroy et
Wade 1986, Picard et al. 2000). Ces observations ont été particulicrement bien
documentées par les études du groupe de Simpson, qui ont montré que 1’accumulation
graduelle de tissu adipeux intra-abdominal des souris ArKO correspond rapidement a
prés du double (P < 0,05) de celle des souris contréles (Figure 15) (Hewitt et al. 2004,
Jones et al. 2000, Jones et al. 2001). Des résultats similaires ont été obtenus avec les
modéles Ovx et ERKO, de méme que chez la femme durant la transition vers la
ménopause (Cooke et al. 2001, Gambacciani et al. 1997, Heine et al. 2000, Lemieux et al.
2003, Lemieux et al. 2005, Munoz et al. 2002, Ohlsson et al. 2000, Picard et al. 2000).
Chez les souris ArKO et ERKO, la prise d’adiposité a été attibuée autant a I’hypertrophie
qu’a ’hyperplasie adipocytaires (Jones et al. 2000, Heine et al. 2000).

Ainsi, en plus de favoriser I’obésité, le retrait de I’action estrogénique conduit & une

distribution abdominale de I’adiposité. Différents mécanismes permettent d’expliquer ce
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Tableau II. Présentation d’études qui ont rapporté une association entre le retrait de

’action estrogénique et le développement de la stéatose hépatique.

Modéle Observations Références
Ovx (Rat) . ft TAG hépatiques Deshaies et al. (1997)
Femelles Lemieux et al. (2003)

ft TAG hépatiques
Correction par I’administration d’un traitement

estrogénique

Mukherjea et Biswas
(1975)
Picard et al. (2000)

ERKO (souris)

males + femelles

{ TAG hépatiques

Effet plus marqué chez les males

Lemieux et al. (2005)

ArKO (souris)

§ TAG hépatiques

Jones et al. (2000)

Males Correction par I’administration d’un traitement Nemoto et al. (2000)
estrogénique Hewitt et al. (2004)
Humain {t Prévalence NAFLD chez les femmes (biopsie) Ludwig et al. (1980)

hommes + femmes de plus

de 45 ans

Sorrentino et  al.
(2004)

Humain
hommes + femmes; 17 ans

et plus

ft Prévalence NAFLD chez les hommes
(aminotransférases)

ft Prévalence NAFLD avec I’dge chez les femmes

Clark et al. (2003)

Humain
hommes + femmes; 20 ans

et plus

ft Prévalence NAFLD chez les hommes (ultrasonographie
+ aminotransférases)

1 Prévalence NAFLD avec la ménopause chez les femmes

Park et al. (2006)

Humain
Jfemmes; 40-59 ans

ft Prévalence NAFLD avec la ménopause

(ultrasonographie + aminotransférases)

Vélzke et al. (2007)

Humain
femmes postménopausées

diabétiques

| contenu hépatique en TAG (aminotransférases) avec

thérapie estrogénique (HRT)

McKenzie et al

(2006)

Humain

Jemmes hystérectomisées

ft Prévalence stéatohépatite avec la prise d’un anti-

estrogen (tamoxifen)

Bruno et al. (2005)

Humain
homme avec une mutation

du géne de I'aromatase

Stéatohépatite et autres dysfonctions métaboliques
Correction par I’administration d’un traitement

estrogénique

Maffei et al. (2004)
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Figure 15. Poids corporel et masse du tissu adipeux gonadal des rats ArKO (colonnes noires) et des
contrdles (colonnes vides). A) Poids corporel des femelles. B) Poids corporel des males. C) Masse du tissu
adipeux gonadat des femelles. D) Masse du tissu adipeux des mdles. n = 6 / groupe. * P < 0,05. Tiré de

Jones et al. (2000).



40

phénomeéne, dont 1’augmentation de I’expression et de ’activité de la LPL du tissu
adipeux gonadal et la diminution de I’expression des récepteurs anti-vlipolytiques a2A-
adrénergiques du tissu adipeux sous-cutané (Hamosh et Hamosh 1975, Homma et al
2000, Pedersen et al. 2004, Wade et al. 1985). Récemment, Mclnnes et al. (2006) ont mis
en évidence I’implication de 1’augmentation du ratio androgénes: estrogénes dans
I’accumulation intra-abdominale de lipides; ils ont montré une inhibition de I’activation
de I’AMPK (adenosine 5°,monophosphate-activated protein kinase) et une stimulation de
la lipogenése du tissu adipeux viscéral chez des rates Ovx supplémentées en

dihydrotestostérone.

Toutefois, au-dela des mécanismes périphériques impliqués dans la distribution de
I’adiposité, les estrogénes exercent un contréle majeur sur la régulation de 1’homéostasie
énergétique. Un peu a la maniére de la leptine, les estrogénes inhibent la prise alimentaire
et stimulent la dépense énergétique (Clegg et al. 2006, Gao et Horvath 2008). Ainsi, le
retrait de I’action estrogénique contribue au développement de I’obésité par son influence
sur les deux principales composantes de la balance énergétique, i.e. la prise alimentaire et

la. dépense énergétique.

1.23.1.1 Prise alimentaire
L’influence de I’action estrogénique sur la prise alimentaire a fait ’objet de plusieurs
études des groupes de Wade et Gorski, qui ont attribué le gain de poids corporel des rates
Ovx a I’hyperphagie induite par I’absence d’estrogénes (McElroy et Wade 1987, Roy et
Wade 1977, Tarttelin et Gorski 1973, Wade et Gray 1978). McElroy et Wade (1987) ont
suivi I’évolution de la prise alimentaire de rates Ovx sur une période de 12 éemaines. Ils
ont rapporté une augmentation de la prise alimentaire & partir de la 2° semaine post-Ovx,
une prise alimentaire maximale autour de la 4° semaine et un retour a une prise
alimentaire comparable a celle des rates contrdles autour de la 6° semaine post-Ovx
(Figure 16). Ce patron de prise alimentaire s’est traduit par un gain de poids corporel
rapide suivi d’une période de stabilisation autour de la 5° semaine post-Ovx; le poids
corporel des rates Ovx est demeuré supérieur d’environ 15% a celui des contrdles pour le

reste de la période expérimentale.
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Figure 16. Effet de 1’Ovx sur la prise alimentaire et le poids corporel chez des rates. n = 12 rats/groupe.
Les fléches représentent les interventions chirurgicales. Les symboles ouverts représentent des données

post-Ovx. Tiré de McElroy et Wade (1986).
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Une étude de Roy et Wade (1977) a montré qu’une supplémentation d’estradiol prévient
completement ’hyperphagie transitoire de méme que la prise de poids et d’adiposité
induites par I’Ovx. L’action inhibitrice des estrogénes sur la prise alimentaire a également
¢té rapportée durant 1’estrus chez le rate et durant la période périovulatoire chez la
femme, qui sont des périodes associées a une €lévation des concentrations plasmatiques
d’estradiol (Geary 2001). L’action anorexigene des estrogénes se ferait en partie par une
augmentation de la transmission centrale des signaux périphériques de satiété médiés par
la CCK (cholécystokinine) (Eckel et al. 2005). Toutefois, il semble que les estrogénes
contribuent aussi a la régulation du métabolisme énergétique par un mécanisme
indépendant de leur action anorexigene. Effectivement, chez les rates Ovx, une restriction
“énergétique ajustée a la prise alimentaire des rates contréles n’arrive que partiellement a
prévenir les gains de poids et d’adiposité induits par le retrait de ’action estrogénique
(Roy et Wade 1977). De plus, ’obésité qui accompagne 1I’0Ovx se manifeste méme en
I’absence d’hyperphagie (Roy et Wade 1977, Tartelin et Gorsky 1973, Wade et Gray
1978).

1.2.3.1.2. Dépense énergétique
Contrairement au modéle Ovx, le phénotype d’obésité des modéles ArKO et ERKO n’est
pas associé a I’hyperphagie. Jones et al. (2000) ont rapporté une réduction de moitifé
(43,285+4,205 vs 93,839+15,925 mouvements ambulatoires/jour; P < 0,01) de I’activité
physique volontaire (cages Perspex équipées de moniteurs a lumiére infrarouge) des
souris ArKO en comparaison aux controles, alors que la prise alimentaire et la dépense
énergétique de repos (calorimétrie indirecte respiratoire) se sont avérées comparables
entre les deux groupes. Heine et al (2000) ont également rapporté une prise alimentaire
similaire entre les souris ERKO et les souris contréles, mais une réduction de 11% (P <
0,05) de la dépense énergétique de repos (calorimétrie indirecte respiratoire) chez les
souris ERKO en comparaison aux contrdles. Etant donné Iimportance des UCP
(uncoupling protein) du tissu adipeux brun dans la régulation de la dépense énergétique
de repos chez le rongeur, Pedersen et al. (2001) ont étudié I’influence des estrogénes sur
I’expression des UCP chez des rates Ovx nourries ad libitum et chez des rates OVX

soumises & une restriction énergétique basée sur le gain de poids de rates intactes.
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Indépendamment de la prise alimentaire, I’Ovx a été associée a une réduction d’environ
50% (P < 0,01) de I’expression des UCP1 du tissu adipeux brun en comparaison aux
contrdles. Les auteurs de I’étude ont associ€ le déficit estrogénique a une réduction de
I’expression des UCP du tissu adipeux brun, et le gain de poids de I’Ovx a une
diminution de la dépense énergétique de repos. Cependant, une étude antérieure de
Richard (1986) n’a rapporté aucune différence dans la dépense énergétique de repos des
rates Ovx en comparaison aux controles et I’auteur a conclu que le gain de poids de I’Ovx

repose principalement sur I’augmentation de la prise alimentaire.

1.2.3.1.2.1. Sensibilité a la leptine
Les estrogénes et la leptine semblent coopérer dans la régulation de 1I’homéostasie
énergétique via des circuits centraux a la fois complémentaires et redondants (Gao et
Horvath 2008). En effet, les récepteurs estrogéniques et leptinémiques sont colocalisés
dans les neurones hypothalamiques des régions impliquées dans la régulation de la
balance énergétique, dont les noyaux arqué et paraventriculaire, de méme que I’aire
ventromédiale. Dans ces régions, les estrogénes comme la leptine stimulent I’activité des
neurones POMC tout en inhibant la libération du NPY. De plus, il semble que la présence
des estrogenes facilite ’action centrale de la leptine et le retrait de I’action estrogénique a
été associé a une perte de sensibilit¢é pour la leptine. Suite a 1’administration
intraventriculaire de leptine (0.5 — 3.5 ng), Clegg et al. (2006) ont montré une réduction
significative (P < 0.05) de la prise alimentaire et du poids corporel chez des rates intactes,
alors que les rates Ovx sont demeurées insensibles a ces effets (Figure 17).
L’administration d’estradiol aux rates Ovx a rétabli la sensibilité centrale a la leptine de
fagon comparable a celle des contrdles. De méme, Ainslie et al. (2001) ont rapporté une
stimulation moindre de I’activité physique volontaire en réponse a des injections
intracérébroventriculaires de leptine (0.5 - 3ug) chez des rates Ovx en comparaison a des
rates intactes (Figure 18). Ils ont aussi associé la prise d’adiposité de ’Ovx a une perte de

sensibilité a la leptine.

Les estrogénes et la leptine régulent également leur production respective. Chez la rate

comme chez la femme, 1’élévation cyclique des concentrations plasmatiques d’estrogénes
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Figure 17. Diminution de 'effet anorexigéne de la leptine par I'Ovx. Des femelles intactes (n = 18) et Ovx
(n =-20) ont regu des injections intraventriculaires de leptine ou de saline. A) Effet des injections sur la

prise alimentaire et B) sur le poids corporel. * P < 0,05. Tiré de Clegg et al. (2006).
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Figure 18. Effet d’une injection intracérébroventriculaire de saline ou de leptine (0,5pug ou 3pg) sur
I’activité physique volontaire des rates intactes et Ovx sur une période de 17h. Carrés ouverts : femelles
intactes; carrés fermés : femelles Ovx (n = 8/groupe). * P < 0,05 Ovx vs intact; EE P < 0,005 injections de

leptine vs saline chez les rates intactes. Tiré de Ainslie et al. (2001).
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stimule 1’expression des transcrits ob dans le tissu adipeux, de méme que la sécrétion
plasmatique de leptine (Mannucci et al. 1998, Tanaka et al. 2001). Inversement, ’Ovx a
été associée a une diminution de 23% (P < 0,05) de I’expression hypothalamique des
transcrits Ob-RL, de méme qu’a une diminution de 50% (P < 0,01) de I’expression
adipocytaire des transcrits ob (Figure 19) (Kimura et al. 2002). Les concentrations
plasmatiques de leptine sont tout de méme généralement élevées chez les rates Ovx a
cause du gain d’adiposité induit par le retrait de I’action estrogénique (Ainslie et al. 2001,
Clegg et al. 2006). Bien que des contradictions existent dans la littérature quant aux
interactions entre les estrogénes et la leptine, les observations présentées dans cette
section mettent en évidence un autre mécanisme par lequel les estrogénes contribuent a la

régulation de ’homéostasie énergétique.

1.2.4. Influence du retrait de I’action estrogénique sur les voies hépatiques

de synthese et d’oxydation des lipides
De la méme maniére que les gains de poids et d’adiposité induits par I’Ovx ne sont que
partiellement prévenus par la restriction énergétique, différentes observations indiquent
que I’accumulation hépatique de TAG associée au déficit estrogénique ne résulte pas
exclusivement d’une diminution de I’action estrogénique centrale (Roy et Wade 1977).
Effectivement, le retrait de I’action estrogénique semble conduire a une stimulation des

processus lipogéniques et 4 une inhibition des processus oxydatifs intra-hépatiques.

1.2.4.1 Meédiateurs moléculaires de la lipogenése hépatique
D’Eon et al. (2005) ont investigué la contribution de I’action estrogénique a la régulation
moléculaire des processus lipogéniques hépatiques chez des souris Ovx comparées a un
groupe controle de souris Ovx-E;. Les souris Ovx ont été soumises a une restriction
énergétique basée sur la prise alimentaire des souris contrdles pour éviter [’effet
confondant de I’hyperphagie de 1’Ovx sur [’expression des génes lipogéniques
hépatiques. Les résultats de ’étude ont montré une diminution de 80 % (P < 0,01) de
I’expression de SREBP-1c et des génes lipogéniques qu’il régule, i.e. la FAS (60%; P <
0,05) et I’ACC-1 (40%; P < 0,05) par la supplémentation estrogénique chez les rates Ovx

(Figure 20). I1 est probable que I’effet répresseur des estrogénes sur I’expression des
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Figure 19. Influence de I'Ovx et de I’administration de 173-estradiol sur I’expression des transcrits OB-RL

dans ["hypothalamus chez des rates. ** P < 0,05 Sham vs Ovx. Tiré de Kimura et al. (2002)
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Figure 20. Prévention de I’accumulation intracellulaire de TAG dans le foie par la régulation négative de
génes lipogéniques par les estrogénes (RT-PCR). Les estrogénes diminuent |'expression de SREBP-1¢ et
des génes lipogéniques qu’il régule. Barres pleines : Ovx; Barres ouvertes : Ovx-E; (n = 5/groupe). * P <
0,05; ** P < 0,01. LXRa : liver X receptor alpha; SREBP-1c : sterol regulatory element-binding protein-
Ic; FAS : fatty acid synthase; ACC : acetyl-CoA carboxylase. Tiré de d’Eon et al. (2005).
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geénes lipogéniques hépatiques passe par un ERE sur le promoteur du géne de SREBP-Ic¢
et ne résulte pas uniquement d’un effet indirect de la supplémentation estrogénique sur la
diminution des concentrations d’insuline (Bajic et al. 2003). Bien que Lundholm et al.
(2004) aient aussi identifié un ERE spécifiquement inhibé par les estrogénes sur le géne
LXR dans le tissu adipeux, d’Eon et al. (2005) n’ont pas observé d’effet suppresseur de la
supplémentation estrogénique sur I’expression hépatique de LXR. Enfin, Hewitt et al.
(2004) ont aussi rapporté une augmentation de I’expression hépatique de la FAS chez les
souris ArKO en comparaison aux souris contréles et une correction de cet effet par une

supplémentation estrogénique.

L’effet protecteur des estrogénes sur 1’accumulation hépatique des lipideé a également été
montré suite a la consommation de diétes riches en protéines de soja, qui contiennent des
isoflavones ayant certaines propriétés estrogéniques. Aoki et al. (2006) ont rapporté que
la consommation d’une diéte riche en isolat de protéine de soja (20g/100g) chez le rat
conduisait & une diminution de 60% (P < 0,05) des trénscrits hépatiques de I’ACC-1, de
méme qu’a une réduction de 70% (P < 0,001) du contenu hépatique en TAG. Cet effet
semble étre indépendant de [’activation de SREBP-1c et impliquerait possiblement
I’activation transcriptionnelle d’un autre facteur de t;anscription nucléaire. Des résultats

. similaires ont été obtenus par Xiao et al. (2006).

1.2.4.2. Meédiateurs moléculaires de I'oxydation B hépatique des acides
gras

Deux études conduites par le groupe de Shizuta ont investigué le role des estrogénes dans
la régulation des médiateurs moléculaires hépatiques de 1’oxydation des acides gras
(Nemoto et al. 2000, Toda et al. 2001). Les auteurs de ces études ont montré, chez les
souris ArKO males, que la SH est associée a la suppression de 1’expression des transcrits
et de Dactivité des enzymes impliquées dans les oxydations 8 peroxysomale e.t
mitochondriale des acides gras (Figures 21 et 22). Les auteurs de ces études ont conclu a
la nécessité de I’activité estrogénique pour préserver I’expression constitutive des génes

impliqués dans 1’oxydation 3 des acides gras au niveau du foie.
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Figure 21. Expression des génes oxydatifs dans le foie des souris ArKO (Northern Blot). Les ARN
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Figure. 22. Altération de ['activité de I'oxydation B des acides gras chez les souris ArKQO. L’acide
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Tiré de Nemoto et al. (2000).
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La littérature scientifique n’est pas particuliérement abondante d’information sur la
régulation des systémes oxydatifs hépatiques par les estrogénes. Cependant, les résultats
d’études qui ont examiné 1’effet de I’action estrogénique sur les systémes oxydatifs du
muscle squelettique confirment 1’effet stimulateur des estrogenes sur [’utilisation
tissulaire des lipides. Campbell et al. (2001, 2003) ont montré une diminution d’environ
60% (P < 0,05) des transcrits et de la protéine de PPARa au niveau du muscle
gastrocnémien, qui s’est reflétée par une diminution de 1’expression et de |’activité des
génes d’enzymes oxydatives sous le contréle de PPARa, ie. CPT-I, B-HAD (B-3-
hydroxyacyl CoA) et PDK4 (pyruvate dehydrogenase kinase) chez des rates Ovx en
comparaison a des rates contrdles. Dans cette étude, une supplémentation estrogénique a
stimulé ’expression de PPARa et des enzymes oxydatives qu’il régule (Figure 23). De
plus, I’effet stimulateur de la génistéine — un isoflavone — sur ’expression de PPARa a
été montré sur des hépatocytes en culture (HepG2) et sur des hépatocytes isolés en

provenance de rats obéses (Zucker) (Kim et al. 2004, Mezei et al. 2003).

L’effet stimulateur des estrogénes sur 1’oxydation des lipides a également été rapporté
chez des femmes post-ménopausées, pour lequelles I’hormonothérapie estrogénique a été
associée a une augmentation de la consommation d’oxygéne et de [’utilisation des acides
gras dans le myocarde (tomographie par émission de positrons) en comparaison aux

femmes non supplémentées en estrogenes (Herrero et al. 2005).

1.2.5. Régulation de la voie estrogénique
12351 Régulation hormonale du récepteur estrogénique au niveau du
foie
Différentes fonctions hépatiques sont sous la gouverne d’un mécanisme estrogénique
dépendant de ERa, le seul isoforme du récepteur estrogénique exprimé au niveau du foie
(Kuipper et al. 1997). La synthése de [’angiotensinogéne, de plusieurs facteurs de
coagulation, du récepteur LDL (low density lipoprotein), de méme que !’expression de
certains facteurs de transcription et d’enzymes du métabolisme hépatique des lipides

répondent a |’action estrogénique (D’Eon et al. 2005, Farsetti et al. 1995, Jones et al.
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Figure 23. Effet de "Ovx et des traitements hormonaux (E;; Progestérone; E; + progestérone) sur

I’abondance A) des transcrits et B) de la protéine de PPARa dans le gastrocnémius rouge chez la rate. * P

<0,05 vs Sham; 1 P < 0,05 vs Ovx. Tiré de Campbell et al. (2003).
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2002, Klett et al. 1992, Stavreus-Evers et al. 2001). Etant donné I’importance du maintien
de ces fonctions, plusieurs mécanismes de régulation assurent I’intégrité de ERa
hépatique. L’hormone de croissance (GH) est le principal facteur qui régule I’expression
hépatique de ERa, bien que les hormones thyroidiennes et les glucocorticoides
contribuent au maintien de son contenu hépatique (Freyschuss et al. 1994, Norstedt et al.
1981, Stavreus-Evers et al. 1997). Le modéle Ovx a permis de montrer que les
concentrations endogeénes d’estradiol répriment le contenu hépatique de ERa (Dickson et
al. 1979, Eriksson et al. 1982), alors que des concentrations supraphysiologiques
d’estradiol par administration exogéne ou lors de la grossesse stimulent sa synthése (Lax
et al. 1983, Marr et al. 1980, Staels et al. 1990). Toutefois, les variations des
concentrations plasmatiques d’estradiol associées au cycle ovarien n’affectent pas le
contenu hépatique de ERa contrairement aux variations rapportées au niveau de 1’utérus
(Lax et al. 1983, Marr et al. 1980, Stavreus-Evers 1997). Ainsi, la régulation de
I’expression de ER dépend du tissu qui I’exprime, en plus d’étre influencée par plusieurs

facteurs.

1.25.1.1. Effet de [’entrainement en endurance sur la régulation
de l'expression du récepteur estrogénique

L’entrainement en endurance fait partie des facteurs qui affectent ’expression du
récepteur estrogénique, bien que I’information disponible a cet égard soit limitée au
muscle squelettique (Lemoine et al. 2002a, Lemoine et al. 2002b, Wiik et al.). Lemoine et
al. (2002b) ont rapporté une augmentation des transcrits de ERa dans le muscle
gastrocnémien, une diminution de I’expression de ERo dans le muscle exténsor
digitorum longus et aucune variation des transcrits de ERa dans le muscle soléaire chez
des rates soumises a un programme d’entrainement en endurance de 7 semaines (Figures
24 et 25). Ces résultats indiquent que ’entrainement affecte I’expression de ERa de
fagon spécifique au type de fibre musculaire. Les auteurs de 1’étude ont expliqué. ce
phénoméne par une possible autorégulation de I’expression de ERa spécifique a chaque
type de fibre musculaire. De plus, Lemoine et al. (2002a) ont montré que les effets de
I’entrainement sur 1’expression de ERa au niveau du muscle squelettique sont observés

exclusivement chez les femelles.
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Figure 24. (a) Produits du RT-PCR pour ERa et RL19 dans le muscle gastrocnémien. (b) Effet de
’entrainement en endurance sur 'abondance des ARNm de ERa dans le muscle gastrocnémien des rates

non-entrainées (Untrained; n = 6) et entrainées (trained; n=6). ** P <0,01. Tiré de Lemoine et al. (2002b).
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Figure 25. (a) Produits du RT-PCR pour ERa et RL19 dans le muscle extensor digitorium longus. (b) Effet
de 'entrainement en endurance sur I’abondance des ARNm de ERa dans le muscle extensor digitorium
longus des rates non-entrainées (Untrained; n = 7) et entrainées (trained; n = 7). ** P < 0,01. Tiré de

Lemoine et al. (2002b).



57

L’influence de I’entrainement en endurance ou d’un état d’entrainement sur 1’expression
de ER a également été rapportée chez I’homme. Une étude conduite par Wiik et al.
(2005) a rapporté une augmentation jusqu’a cinq fois plus élevée de I’abondance des

transcrits de ERa et ERP dans le muscle vastus lateralis chez des hommes entrainés en

endurance en comparaison a des hommes modérément actifs.

Les résultats de ces études suggérent que certaines adaptations d’entrainement résultent
d’une altération de la voie estrogénique. A cet égard, I’action estrogénique et ’exercice
physique agissent de fagon similaire sur certaines fonctions biologiques, comme par
exemple 1’amélioration du profil lipidique du plasma et de la fonction endothéliale
(Mendelsohn 2002). La stimulation de la biogenése mitochondriale est une adaptation
d’entrainement qui peut aussi étre médiée par un mécanisme dépendant de ER dans le
muscle squelettique, ce qui pourrait expliquer les adaptations de 1’expression de ER en

réponse a I’exercice (Wiik et al. 2005).

1.3.  Objectifs et hypothéses des études de la thése
Les objectifs et hypothéses des études de la thése ont été posés pour mieux comprendre
I’implication du retrait de I’action estrogénique dans le développement de la SH a la

lumiére de I’état des connaissances au moment ou ces €tudes ont été élaborées,

L’objectif de I’étude 1 était de déterminer la cinétique d’infiltration lipidique du foie sur
une période de 13 semaines chez des rates Ovx, de méme que I’impact d’une diéte riche
en lipides (42% de I’énergie) sur cette réponse. D’une part, nous voulions comparer le
patron d’infiltration lipidique du foie des rates Ovx a celui rapporté par Gauthier et al.
(2006) chez des rates intactes, D’autre part, nous voulions observer I’effet de la
superposition de deux stimuli d’induction de la SH, soit le retrait de I’action estrogénique

et la diéte riche en lipides, sur la cinétique d’accumulation hépatique de TAG.

Les objectifs des études 2 et 3 ont été posés dans la continuité de 1’étude 1. L étude 2 a
été conduite pour investiguer ’effet du déficit estrogénique sur I’expression de PPARa,

SREBP-1c et SCD-1 au niveau du foie des rates Ovx. L’ effet du déficit estrogénique sur
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I’expression de PPARa au niveau du foie n’avait été rapporté que chez les souris ArKO
par les études du groupe de Shizuta, et I’effet du retrait de 1’action estrogénique sur
I’expression hépatique de SREBP-1c et SCD-1 n’était pas documenté. L’objectif de
I’étude 3 était de déterminer le taux d’oxydation hépatique des acides gras, basé sur
I’étude de Huang et al. (2006) chez des rats males obeéses. Nous avons émis I’hypothése
que la résistance hépatique a la leptine pouvait étre un mécanisme par lequel les rates

Ovx accumulent des lipides dans le foie.

Enfin, ’objectif de I’étude 4 était de documenter I’effet d’un état d’entrainement en
endurance sur 1’expression hépatique de ERa et sur I’expression des deux isoformes de
ER au niveau du coeur. Etant donné que les seules indications d’un effet d’entrainement
sur I’expression de ER provenaient des études de Lemoine et Wiik au niveau du muscle
squelettique, nous voulions vérifier si un état d’entrainement pouvait également affecter

I’expression de ER dans deux autres tissus métaboliquement actifs, soit le foie et le cceur.
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Abstract

Objectives: The present study was undertaken to determine the time course of liver lipid
infiltration in ovariectomized (Ovx) rats and the impact of high-fat (HF; 42% kJ) feeding
on this response.

Methods: In a first step, Ovx rats were compared to sham-operated (Sham) and Ovx rats
supplemented with 1783-estradiol (OvxE2) to evaluate the effect of estrogen removal. In a
second time, Ovx rats fed a HF diet (OvxHf) were compared with normally fed Ovx rats.
Animals were killed after 3, 8, and 13 wk of their respective treatment (n» = 8 rats/group).
We measured liver triacylglycerol (TAG) content, fat pad mass, and several other plasma
parameters.

Results: Ovariectomy resulted in the typical increase in energy intake and body weight.
Liver TAG accumulation was 35, 43, and 99% higher in Ovx than in Sham rats after 3, 8,
and 13 wk respectively. The ovariectomy-induced liver lipid infiltration was completely
prevented by estrogen replacement. On the opposite, plasma TAG concentrations were
lower in Ovx than in Sham and OvxE2 rats. HF feeding in Ovx rats resulted in a
significant (P < 0.05; 38 vs 22 mg/g at 13-wk) accumulation of fat in liver as compared to
normally fed Ovx rats.

Conclusions: Ovariectomy results in a progressive accumulation of fat in liver over a 13-
wk period. In addition, HF feeding in Ovx rats lead to an even more severe liver lipid
infiltration. These data indicate that the absence of estrogens in rat favours fat accretion
in liver, which is highly amplified by a HF diet.

Key words: estrogens, hepatic steatosis, menopause, intra-abdominal fat, plasma

triacylglycerols
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Introduction

Several lines of evidence indicate that estrogens are important regulators of lipid
homeostasis [1-4]. Previous studies have shdwn prevalence for a more atherogenic lipid
profile in postmenopausal women, who tend to have higher LDL cholesterol and
triacylglycerol levels, elevated small dense LDL particles, and lower HDL cholesterol
levels compared with premenopausal women [5, 6]. Progressive withdrawal of estrogens
during peri-menopause has also been associated with many features of the metabolic
syndrome, including a shift toward central fat accumulation, insulin resistance,
hyperinsulinemia, as well as the deteriorations of the blood lipid profile [5, 6]. Among the
multifactorial caﬁses that lead to the metabolic syndrome, central obesity and insulin
resistance are the most common associated factors [7]. Nevertheless, menopause itself
was found as a risk factor for the metabolic syndrome, independently of the influence of
estrogen deficiency on central obesity in nondiabetic women [7].

In recent years, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) has been identified as a
problem among obese individuals and has been recognized as an integral part of the
metabolic syndrome [8-11]. In a study that included over 800 women aged 40-59 years, it
was shown that the menopausal status is associated with hepatic steatosis [12]. These
findings are consistent with previous reports showing that hepatic steatosis was twice as
common in postmenopausal as in premenopausal women, suggesting that estrogen
deficiency in postmenopausal women may also play a rqle in the development of NAFLD
[13, 14]. Therefore, the impact of the progressive decrease in plasma estrogens levels on
liver lipid infiltration is a new concern that must be characterized to better understand its

metabolic implications for postmenopausal women.
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Animal studies using different models of estrogen deficiency have led to
somewhat intriguing results of liver lipid infiltration. For instance, male and female
aromatase knockout (ArKQ) mice develop obesity, but only the males present with
hepatic steatosis [15, 16]. Similarly, estrogen receptor a knockout (ERKO) mice show
increased hepatic triacylglycerol (TAG) concentrations in males but not in females [17].
In an early study [18], ovariectomy (Ovx) in female rats led to an accretion of total lipids
in the liver but no change in the percentage of neutral lipids (TAG). Significant
accumulation of liver TAG have been more recently reported in female Sprague-Dawley
rats 3 wk after ovariectomy [19, 20]. Although these latter data indicate a clear increase
of lipids in the liver on a short term basis (3 wk), they do not provide information on the
time sequence of liver lipid infiltration over a l;)nger term basis in Ovx rats.

Time course studies are useful to follow the evolution of metabolic disturbances
associated with hormonal transitions which take place over a long term period, such as
the menopause arrival in women [21]. This type of design facilitates the identification of
potential mechanisms leading to different metabolic disorders, among which liver lipid
infiltration. Such an approach has been used recently in our laboratory to better
characterize liver lipid infiltration under high fat (HF) feeding [22, 23]. We found that HF
diet-induced a rapid infiltration of lipids in the liver (1-2 wk), followed by a significant
decrease in subsequent weeks (6-16 wk). In that study, we suggested that the liver acts
rapidly to buffer the increased flux of lipids in circulation, this buffering effect being
transitional since lipids are thereafter released by the liver into circulation. It is not known
if estrogen deprivation in Ovx animals leads to such a transient pattern of liver lipid

accretion over time. It is not known either the extent to which rats deprived of estrogens
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accumulate lipids in the liver in response to a HF diet. In an attempt to better document
the development of hepatic steatosis associated with estrogen deficiency, the first aim of

the present study was to determine the time course of liver lipid infiltration in rats
ovariectomized for 3, 8, and 13 wk. In addition, the extent and the time sequence of liver

lipid infiltration in Ovx rats fed a diet high (42% kJ) in saturated fat were determined.
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Methods

Animal care

Female Sprague-Dawley rats (n = 96) weighing 180-200g (8 wk of age) were obtained
from Charles River (St-Constant, PQ, Canada) and housed individually. The 12:12-h
light-dark cycle started at 6:00 AM and the room temperature was maintained at 20-23°C.
Rats were given free access to usual pellet rat chow, referred to as the standard diet
(12.5% fat; 63.2% carbohydrate; 24.3% protein; kJ, Agribrands Purina Canada,
Woodstock, ON) and tap water. All rats were treated similarly in terms of daily
manipulations. The experiments.described in this report were conducted according to the

directives of the Canadian Council on Animal Care.

Groups

Two days after their arrival in our laboratory, rats were randomly divided into four
groups: Sham-operation (Sham; n = 24), Ovariectomy (Ovx; n = 24), Ovariectomy with
17B-estradiol replacement (Ovx-E2; n = 24), and Ovariectomy with high-fat (HF) feeding
(Ovx-Hf; n = 24). The HF diet was provided in small pellets (42% fat; 36% carbohydrate,
22% protein; kJ, ICN Pharmaceutical, NY, USA). Body weight and food intake in g were

monitored every other day.

Surgery
Animals were injected with antibiotics (Tribrissen 24%; 0.125 cc/kg sc) for seven days,
beginning the day before surgery. Ovx was conducted according to the technique

described by Robertson et al. [24]. For surgery, rats were anaesthetized with a mixture of
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ketamine—xylazine (61.5-7.6 mg/kg, ip). For Ovx-E2 rats, a small 17B-estradiol pellet
(1.5 mg; 0.025 mg/day) with a biodegradable carrier binder efficient for 90 days (Cat No.
NE-121; Innovative Research of America, Sarasota, FL, USA) was placed
subcutaneously between the shoulder blades. A placebo 90-day pellet containing the
binding carrier only was uséd in all other rats (Cat No. NC-111). In each group, rats were

randomly killed 3, 8, or 13 wk after the ovariectomy.

Sacrifice

Rats were killed between 08:00 and 11:00 AM. Fo'od was removed from the cage 2-3 h
before sacrifice. Immediately after complete anaesthesia (pentobarbital sodium; 50 mg/kg
ip), the abdominal cavity was opened following the median line of the abdomen and ~5
mL of blood was collected from the abdominal vena cava (< 45s) into syringes pre-
treated with ethylenediaminetetraacetic acid (15%;'EDTA). Blood was centrifuged (3000
rpm; 4°C; 10 min; Beckman GPR Centrifuge), and several organs and tissues were
removed in the following order: liver, uterus, mesenteric, urogenital, retroperitoneal and
subcutaneous fat depots along with 6 skeletal muscles of the right limb (soleus, plantaris,
medial and lateral gastrocnemius, tibialis, and extensor digitalis longus). The liver
median lobe was freeze-clamped and' used for triacylglycerol (TAG) determinations. The
subcutaneous fat was removed from the region between the caudal border of the rib cage,
the dorsal and ventral midlines of the body and the urogenital organs of the right side of
the animal. All tissue samples were weighed (Mettler AE 100), immediately frozen in
liquid nitrogen, and stored along with plasma samples at -78° C until analyses were

performed.
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Analytical procedures

Insulin concentrations were determined with a radioimmunoassay kit distributed by
MEDICORP Laboratories (Montreal, PQ, Canada). Plasma glucose concentrations were
determined with the use of a glucose analyser ( Yellow Springs Instruments 2300, Yellow
Springs, OH). Plasma FFA and‘B-hydroxybutyrate acid concentrations were determined
with an enzymatic colorimetric assay available from Roche Diagnostics (Mannheim,
Germany). Plasma glycerol and TAG concentrations were measured with an enzymatic
colorimetric assay available from SIGMA (Saint Louis, Missouri, USA). Liver TAG
concentrations were estimated from glycerol released after ethanolic KOH hydrolysis by
using a commercial kit from SIGMA (Saint Louis, Missouri). Frayn and Maycock [25]
"have shown that omitting removal of phospholipids leads to only a +2% error in the

determination of liver TAG.

Statistical analysis

Values are expressed as means * S.E. Statistical analyses were performed by a two-way
ANOVA for non-repeated measures design for two sets of data. In the first set, Sham,
Ovx and OvxE2 rats were compared over time to evaluate the effect of estrogen removal.
In the second set, Ovx and OvxHf rats were compared over time to evaluate the effect of
HF feeding in Ovx rats. Fisher’s post hoc test was used in the event of a significant (P <

0.05)ratio.
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Results

The ovariectomy resulted in higher (P < 0.05) body weight, daily energy intake,
and limb muscles weight as compared to Sham rats (Table 1). Intra-abdominal and
subcutaneous fat accumulations were also significantly higher (P < 0.05) in Ovx than in
Sham rats 13 wk (66%), and as soon as 3 wk (26%), respectively, after surgery. The Ovx-
induced hyperphagia and weight gain (limb muscles and fat pads) was completely
prevented by estrogen substitution. The HF diet in Ovx rats resulted in similar body
weight, daily energy intake, limb muscles, and subcutaneous fat pad weights as compared
to Ovx rats fed the standard diet (Table 1). However, the weight of the intra-abdominal
fat depot was rapidly higher (64% at wk 3) following the HF feeding (OvxHf vs Ovx).
All body composition parameters were higher (P < 0.05) with time, with the exception of
energy intake. Uterus weight was significantly reduced (P < 0.05) in Ovx rats without
estrogen replacement as compared to Sham rats, which confirms total ovariectomy.

Ovariectomy in rats led to higher (P < 0.05) liver TAG content compared to Sham
rats as soon as 3 wk after the ovariectomy (35%) to reach levels 2-fold higher at the end
of the experimental period (Fig. 1). Estrogen substitution completely prevented liver lipid
accumulation. Liver lipid content was rapidly and substantially higher (2-fold; P < 0.05)
throughout the 13 wk period when Ovx rats were fed the HF diet (OvxHf vs Ovx; Fig. 1).

Plasma TAG levels were lower (P < 0.05) in Ovx rats compared to Sham rats, and
estrogen substitution restored plasma TAG concentrations to levels measured in Sham
rats (Fig. 2). Interestingly, this response of plasma TAG levels revealed a picture
somewhat opposite to v;/hat was observed with the liver TAG content. HF feeding in Ovx

rats had no significant effect on plasma TAG concentrations compared to Ovx rats fed the
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standard diet (Fig.Z). Opposite to plasma TAG concentrations, there were no differences
in plasma FFA levels between groups (Fig. 3). On the whole, plasma TAG and FFA
levels were higher (P < 0.05) with time (Fig. 2-3).

There was no significant effect of ovariectomy and time on plasma insulin,
glucose, glycerol, and B-hydroxybutyrate acid levels, with a few exceptions (Table 2).
However, HF feeding in Ovx rats led to increased (P < 0.05) levels of plasma glucose and
glycerol, and decreased (P < 0.05) concentrations of B-hydroxybutyrate acid as compared
to Ovx rats fed the SD diet (Table 2). In absence of Sham rats fed the HF diet, results
from previous works conducted in our laboratory using the same HF diet in intact female
Sprague-Dawley rats of the same age are shown in Fig. 4. These previous data show
lower % of liver fat accumulation than values observed in the present OvxHf rats, in

addition of a non-continuous accumulation of lipids in the liver over time.
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Discussion

The body composition changes associated with ovariectomy have been previously
well characterized [26, 27]. The higher energy intake and the large accretion in body
weight (fat pads and limb muscles) found in the present Ovx rats concord with earlier
results [26, 27]. Our findings also indicate that HF feeding in Ovx rats is especially
deleterious for body composition, since Ovx rats depicted a substantial increase in intra-
abdominal fat pads compared to Ovx rats fed the standard diet, even if energy intake and
body weight were similar.

The primary aim of the study was to better document the development of hepatic
steatosis related to estrogen deficiency with time. We report 35, 43 and 99% higher liver
lipid content 3, 8, and 13 wk after Ovx, respectively, when corﬁpared to Sham rats. This
indicates a progressive increase in liver lipid infiltration following Ovx, which was
prevented by estrogen supplementation. These findings, based on a time-dependant
design, suggest that the accumulation of lipids in liver of postmenopausal women could
be increased over several years. Such a continuous accumulation of lipids in liver was not
observed in a recent study using HF diet to induce hepatic steatosis over a 16-wk period
[22]. In that study, it was proposed that the liver acts as a lipid buffer largely increasing
its lipid content in the early stage (2 wk) of HF feeding and decreasing it thereafter. It
was then reported that such a transient HF diet-induced hepatic steatosis was closely
related to the increased plasma FFA most likely due to the higher lipid content of the diet
[22]. This pattern was not observed in the present study. Plasma FFA levels, as well as
plasma glycerol concentrations, were not increased to a significant extent by the

ovariectomy. This observation is in line with the finding that estrogens enhance adipocyte
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lipolysis in the intra-abdominal depot [2, 28], which implies that adipocyte lipolysis is
reduced in Ovx animals. In absence of evidence of a greater hepatic lipid uptake, our
' results suggest that estrogens act intra-hepatically, most likely as protective tools against
liver lipid infiltration. The continuous accumulation of lipids in liver over time following
estrogen deprivation suggests that lipid accumulation vin liver is hardiy reversible in this
hormonal context.

A secondary aim of the study was to determine the time course and the extent of
liver lipid infiltration in Ovx rats fed with a diet high (42% kJ) in saturated fat. Our
results reveal a massive and steady accumulation of lipids (93, 108, and 73% higher after
3, 8, and 13 wk, respectively), as compared with normally fed Ovx rats. The difference in
the time course and the extent of liver fat accumulation between Ovx and Sham rats
submitted to the same HF diet is illustrated in Fig.4. From this comparison, it may be
hypothesized that an absence of a normal estrogenic status synergistically favours fat
accumulation in liver when combined to HF feeding, which is maintained over time. The
propensity of Ovx rats to accumulate lipids in the liver is supported by the observation
that neither plasma TAG nor plasma FFA levels were higher in OvxHf than in Ovx,
whereas liver TAG levels were doubled. This indicates that a large part of the fat ingested
in excess by Ovx rats was stored in the liver. On a clinical basis, it is tempting to
associate this response in OvxHf rats with the second hit model put forward by Day and
James [29] for the development of NAFLD. In the present case, the first hit would be the
removal of estrogen action and the second, the increase in circulating lipids linked to HF
feeding. This would lead to a more severe state of hepatic steatosis and maybe,

steatohepatitis.



72

Comparisons between Ovx and rats without estrogen deficiency (Sham and
OvxE2) reveal an inverse association between liver TAG and plasma TAG levels. Plasma
TAG levels in Sham and OvxE2 rats were higher than levels measured in Ovx rats, while
the opposite was observed for liver TAG content (Fig.1-2). A decrease in serum TAG has
been previously observed in Ovx rats [30]. Several mechanisms can be put forth to
explain the effects of estrogen deficiency on liver fat accumulation and its association
with low plasma TAG levels. Among these mechanisms are the role of estrogens upon
the liver lipoprotein synthetic system and the modulation of the expression of
apolipoproteins. Estrogen treatments in animals and in humans have been shown to
stimulate hepatic mRNA and synthesis of apolipoprotein B-100 involved in VLDL
synthesis [2, 31-33]. Impaired liver VLDL secretion could explain how estrogen removal
in Ovx rats results in TAG accumulation in the liver and in lower plasma TAG levels
than in Sham and OVxE2 rats. However, the list of possible roles for estrogens in regard
of hepatic lipid metabolism is longer. Examples are the antioxidant effects of estrogens,
their influence on insulin action, their interference with the lipid peroxidative system, and
their extrahepatic effects on white adipose tissues [1, 28, 34].

Liver fat accumulation has been reported to result in the development of insulin
resistance [9]. There is no indication that the accumulation of fat in the liver and in the
adipocytes of the present Ovx animals resulted in a perturbation of glucose metabolism as
judged from the absence of changes in plasma insulin and glucose levels. It is not
exclude, however, that such a perturbation may be demonstrated using a more precise

technical approach such as the hyperinsulinemic-euglycemmic clamp. Also, we measured
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B-hydroxybutyrate acid concentrations as indicators of hepatic lipid oxidation, which was
not influenced by estrogen removal or time, but only by HF feeding in Ovx rats.

In summary, estrogen deprivation by ovariectomy in rats resulted in a progressive
accumulation of fat in the liver over a 13-wk period. Moreover, liver lipid infiltration in
Ovx rats was massively enhanced by HF feeding. Plasma TAG levels showed an inverse
relationship with liver TAG accumulation as values in Ovx animals are opposite to those
measured in Sham and OvxE2 rats. On the whole, our findings demonstrate the
importance of an intact estrogenic status to maintain normal levels of fat accumulation in
liver, which seems especially sensitive to HF feeding in a context of estrogen deficiency.
On a clinical point of view, the present data confirm recent findings in women showing
that menopause is associated with the development of ﬁepatic steatosis [12, 13]. They
also imply that hepatic steatosis could be progressively increased over several years in
postmenopausal women, especially when ingesting high-fat rich diets. This might
contribute to the iﬁcreased incidence of cardiovascular disease and diabetes with

menopause.
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Titles and legends to figures

Fig. 1. Liver triacylglycerols (TAG) content in Sham-operated (Sham), ovariectomized
(Ovx), ovariectomized + 17pB-estradiol replacement (Ovx-E2), and ovariectomized +
high-fat diet (OvxHf) rats after 3, 8 and 13 wk. Values are means + SE, »=8 rats/group. §
Significantly different from corresponding Sham group: P < 0.05. * Significant difference

between OvxE2 and Ovx groups: P < 0.05. + Significant difference between OvxHf and

Ovx groups: P < 0.05. a Significantly different from corresponding values at wk 3: P <

0.05. b Significantly different from corresponding values at wk 8: P <0.05.

Fig. 2. Plasma triacylglycerols (TAG) concentrations in Sham-operated (Sham),
ovariectomized (Ovx), ovariectomized + 17B-estradiol replacement (Ovx-E2), and
ovariectomized + high-fat diet (OvxHf{) rats after 3, 8 and 13 wks. Values are means =+
SE, n=8 rats/group. § Significantly differe\nt from corresponding Sham group: P < 0.05. *

Significant difference between OvxE2 and Ovx groups: P < 0.05. + Significant difference

between OvxHf and Ovx groups: P < 0.05. 2 Significantly different from corresponding

values at wk 3: P <0.05. b Significntly different form correspondign values at wk 8: P <

0.05.

Fig. 3. Plasma free fatty acids (FFA) concentrations in Sham-operated (Sham),
ovariectomized (Ovx), ovariectomized + 17p-estradiol replacement (Ovx-E2), and
ovariectomized + high-fat diet (OvxHI) rats after 3, 8 and 13 wks. Values are means +

SE, n=8 rats/group. § Significantly different from corresponding Sham group: P < 0.05. *
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Significant difference between OvxE2 and Ovx groups: P < 0.05. + Significant difference

between OvxHf and Ovx groups: P < 0.05. e Significantly different from corresponding

values at wk 3: P <0.05. b Significantly different form corresponding values at wk 8: P <

0.05.

Fig. 4. Liver triacylglycerol (TAG) concentrations from other studies measured in intact
rats of the same age and submitted to the same high-fat diet (42% fat as energy) as the

ovariectomized rats of the present study. Values are means.
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Table 1 Body composition parameters in Sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx),

ovariectomized + 17B-estradiol replacement (OvxE2) and ovariectomized + high-fat diet (OvxHf)

rats, at three different times after treatment beginning: 3, 8 and 13 wk. OvxHf rats are only

compared to OvX rats.

Sham Ovx OvxE2 OvxHf
Time
(wks)

Body Weight 3 249+4 297 + 5 225 + 4%+ 297 +7
3 8 297+10° 356+ 10% 243 + 6%*° 378 + 14°

13 32011 402+ 15%° 299 + 129+ 394 + 23
Mean Energy Intake 3 2834 321+ 119 262 + 10%* 345+ 12
(kJ/day) 8 282+9 310+ 9° 249 + 7%* 325+ 15

13 2829 314 +10° 278 + 8%+ 294 + 14
Sum of Limb Muscles 3  235£0.02  2.65£0.07° 2.19+0.05°*  2.66+0.07
Weight 8  2.73£0.05  3.33x0.11%  2.51x0.08%**  3.28+0.11°
(2) 13 3.04+0.08  3.44+0.07""  2.90+0.07%**® 3.33+0.10°
Sum of Intra-Abdominal 3 101 11£1.0 9+ 1* 18 £2°
Fat Depots Weight 8 21 £2° 25+ 2° 13 + 1%* 40 £ 4™
(2) 13 25+3* 41 + 3%° 24 + 3% 50 £ 67
Subcutaneous Fat Depot 3 1.14+0.10 1.43+0.10° 1.01 £0.06* 1.75+0.24
Weight 8 1.86+0.21 3.12+0.33® 1.38+0.19* 3.89+0.29°
(2 13 234+039* 529+0.76%° 235+037*° 572+1.05®
Uterus Weight 3 060+0.06 0.12+0.01° 092+0.10% 0.14+0.02
(2 8 056+005 0.10+£0.01°  0.95+0.06"* 0.10£0.01°

13 0.69+0.07 0,10+0.01°  0.66=0.05**® 0.09 +0.01°
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Values are means = SE, n=8 rats/group. Statistical comparisons were made between Sham, Ovx
and OvxXE2 and between Ovx and OvxHf. § Significantly different from corresponding Sham
group: P < 0.05. * Significant difference between OvXE2 and Ovx groups: P < 0.05. +

Significant difference between OvxHf and Ovx groups: P < 0.05. a Significantly different from

corresponding values at wk 3: P < 0.05. b Significantly different from corresponding values at

wk-8: P <0.05.



Table 2

in Sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx), ovariectomized +

Plasma insulin, glucose, glycerol, and beta-hydroxybutyrate concentrations,

17B-estradiol

replacement (OvxE2) and ovariectomized + high-fat diet (OvxHf) rats, at three different

times after treatment beginning: 3, 8 and 13 wk. OvxHf rats are only comparated to Ovx

rats.

Sham Ovx OvxE2 OvxHf
Time
(wks)
Plasma Insulin 3 184+ 16 168+ 19 179+ 9 218+ 16
(pM) 8 151 13 224+ g% 146 + 16* 210+ 9
13 199+ 14° 176 + 8° 165+ 19 180 + 117
Plasma Glucose 3 8.0+£0.3 8.6x0.2 6.8 + 0.3%* 9.3+0.2"
(mM) 8 8.1+0.3 8.7+0.3 6.4 +0.3%* 9.3+0.5"
13 7.6+02 7.7+ 02" 7.2+0.3 8.3+0.1"
Plasma Glycerol 3 0.16 £ 0.02 0.13 £ 0.02 0.19 +0.02 0.21 +0.02"
(mM) 8 0.26 £0.03°  0.24+0.05  0.18+0.04  0.35+0.03"™
13 033£0.04™ 0.35+0.02* 027+0.03 0.44+0.06™
Plasma p-OH 3 0.053 +0.014 0.052+0.009 0.043+0.008 0.031 + 0.005"
(mM) 8  0.041£0.008 0.053+0.009 0.049+0.004 0.047 + 0.005"
13 0.045+0.007 0.060+0.008 0.058=0.006 0.045 +0.006"

Values are means + SE, n=8 rats/group. Statistical comparisons were made between Sham,

Ovx and OvxE2 and between Ovx and OvxHf. § Significantly different from corresponding

Sham group: P < 0.05. * Significant difference between OvxE2 and Ovx groups: P <0.05.

+ Significant difference between OvxHf and Ovx groups: P < 0.05. ? Significantly
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different from corresponding values at wk 3: P < 0.05. b Significantly different from

corresponding values at wk-8: P < 0.05.
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Figure 3
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Abstract

Objective: To investigate whether estrogeh deficiency modifies the expression of
important genes involved in hepatic lipid regulation — PPARa, SREBP-1¢, and SCD-1 in
association with fat accumulation in liver of ovariectomized rats.

Design: 30 female Sprague-Dawley rats were divided into 3 groups: sham-operated
(Sham; n = 12), ovariectomized (Ovx; n = 12), and ovariectomized with 17p-estradiol
replacement (OvxE;; n = 6). All animals were killed 8 wk after surgery. In addition to liver
triacylglycerol (TAG) determination, transcripts levels and protein content of peroxisome
proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), liver sterol regulatory element-binding
protein-1¢ (SREBP-1c¢), and stearoyl CoA desaturase-1 (SCD-1) were quantified by real-
time quantitative PCR (RT-PCR) and Western blot, respectively.

Results: As expected, liver TAG levels were higher (51%; 21.9+2.6 vs 14.5+1.2
mg/g; P <0.01) in Ovx compared to Sham rats. PPARa mRNA levels were 66% lower (P
< 0.01), while SREBP-1¢ and SCD-1 transcripts levels were 80% and 41% higher (P <
0.05), respectively, after estrogen removal. Our data on gene expression obtained with RT-
PCR for PPARa and SREBP-1¢ were confirmed by Western blots. All of the Ovx effects
were prevented by 17B-estradiol replacement, indicating a role for estrogens in the
prevention of hepatic fat accumulation.

Conclusion: Our results suggest that a reduction in lipid oxidation and an increase
in lipogenesis are defective mechanisms leading to lipid accumulation in liver of Ovx rats.
We conclude that estrogen deficiency induced by ovariectomy changes the expression of

genes that favour the development of a steatotic phenotype.



Key words: Fatty liver, Estrogens, Lipogenesis, Lipid oxidation, Menopause.
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Introduction

Estrogens are important players in hepatic lipid homeostasis and their role as lipid
regulators has been enlightened by different models of estrogen deficiency.'?
Postmenopausal women, as well as ovariectomized (Ovx) rats, aromatase (ArKQ) and
estrogen receptor knock out (ERKQO) mice develop non-alcoholic fatty liver disease
(NAFLD).> ' NAFLD was initially believed to be a benign disorder but is now recognized
as a clinical entity that may progress to liver failure.!''> NAFLD represents the hepatic
component of the metabolic syndrome, with insulin resistance as the critical feature
connecting fatty liver, central obesity, dyslipidemia, and hypertension.'""* Consequently, in
light of the seriousness of NAFLD, it is essential to better document its pathophysiology in
estrogen-deficient states. This has important clinical application for postmenopausal
women, in which the prevalence of the disease has been recently established.* *

In its first stage, NAFLD is characterized by excessive triacylglycerol (TAG)
accumulation within the hepatocytes (hepatic steatosis) and occurs in multiple conditions
that have; in common either abnormal fat metabolism (i.e. obesity, abetalipoproteinemia,
polycystic ovarian disease), mitochondrial dysfunction, or exposure to several medications

11-13

(i.e. Amiodarone, Tamoxifen, Glucocorticoids). The primarykprocesses leading to lipid
accumulation are not well understood, but an imbalance between pathways of uptake,
synthesis, oxidation, or hepatic secretion of lipids, resulting from insulin resistance is
highly probable.'"'*'* A recent study provided an evaluation of the changes in the

expression of lipid metabolism-related genes with hepatic steatosis.'* Nearly all

transcription factor families contribute to lipid regulation, but only a few of them have a
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clear predominant role.'*'> Among these transcription factors, peroxisome proliferator-
activated receptors (PPARs) and sterol regulatory element-binding proteins (SREBPs) are
instrumental in hepatic lipid regulation. 14,15

PPARs are members of the superfamily of nuclear receptors, essentially recognized
for their role as lipid sensors and regulators of lipid metabolism.'>!'® Of the three isotypes
identified, PPARa is the key transcriptional regulator of peroxisomal, mitochondrial, and
microsomal fatty acid oxidation systems in liver.!>'® SREBPs, on the other hand, are a
family of transcription factors that control cholesterol and lipid biosynthesis.'”'* SREBP-1c
is one member of the SREBPs family that transcriptionally activates genes required for
lipogenesis.''® Moreover, SREBP-1c¢ is a mediator of insulin action on lipogenic genes.'®
Beside PPARa and SREBP-1c, SCD-1 is an enzyme that appears to represent a pivotal
control point in lipid homeostasis.'® SCD-1 catalyzes a rate limiting step in the biosynthesis
of monounsaturated fats, which are required for TAG synthesis and very low density
lipoprotein (VLDL) production.'®?® In absence of SCD-1, hepatic lipid storage and VLDL
production are impaired, and as default, fatty acids are oxidized.'”*® Changes in the
expression of PPARa, SREBP-1c, and SCD-1 contribute to hepatic steatosis, which
highlights their significant role in hepatic lipid homeostasis.'*'*!°

Ovx rats are hyperphagic and this probably explains in part the development of
hepatic steatosis in these rats.>® However, fatty liver occurs even in pair-fed Ovx rats
(unpublished data), which suggests the implication of estrogens in hepatic pathways of lipid

metabolism. To get an insight into how estrogen deficiency results in liver fat

accumulation, we quantified transcripts and protein abundance of PPARa, SREBP-1c, and
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SCD-1 in liver of intact, Ovx, and Ovx rats supplemented with 17p-estradiol, to
determine if the expression of these instrumental genes for hepatic lipid metabolism is

affected by estrogen deficiency.
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Methods

Animal care

Fem'ale Sprague-Dawley rats (n = 30) weighing 180-200 g (8 wk old) were obtained from
Charles River (St-Constant, PQ) and housed individually. The 12:12-h light-dark cyclé
started at 6:00 AM, and room temperature was maintained at 20-23°C. All animals were
given free access to usual pellet rat chow (12.5% fat; 63.2% carbohydrate; 24.3% protein;
kJ, Agribrands Purina Canada, Woodstock, ON) and tap water. They were treated similarly
in terms of daily manipulations. The experiment described in this report was conducted
according to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care after institutional '

approval.

Groups

Two days after their arrival in our laboratory, rats were randomly assigned to sham-
operation (Sham; n = 12), ovariectomy (Ovx; n = 12), or ovariectomy with 17p-estradiol
supplementation (OvxE;; n = 6) groups. Body weight and food intake in g were monitored

every other day. All animals were killed 8 wk after the surgical manipulations.

Surgery

Animals were injected with antibiotics (Tribrissen 24%; 0.125 mL/kg sc) for 3 days,
beginning the day before surgery. Ovx was performed according to the technique described
by Robertson et al.?! For surgery, rats were anesthetized with a. mixture of ketamine-

xylazine (61.5-7.6 mg/kg, ip). For Ovx-E, rats, a small 17B-estradiol pellet (0.72 mg;



97
0.012mg/day) with a biodegradable carrier binder efficient for 60 days (Cat No. SE-121;

Innovative Research of America, Sarasota, FL., USA) was placed subcutaneously between
the shoulder blades. El-Mas & Abdel-Rahman previously showed that this estrogen

22

regimen produces physiological levels of the hormone.” A placebo 60-day pellet

containing the binding carrier only was used in all other rats (Cat No. SC-111).

Blood and tissue sampling

Rats were killed between 08:00 and 11:00 AM. Food was removed from the cage 2-3 h
before sacrifice. Immediately after complete anesthesia (pentobarbital sodium; 50 mg/kg
ip), the abdominal cavity was opened along the median line of the abdomen, and ~5 mL of
blood were collected from the abdominal vena cava (<45 s) into syringes pre-treated with
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA 15%). Blood was centrifuged at 3,000 rpm, 4°C,
for 10 min (Beckman GPR Centrifuge). Liver, uterus, and retroperitoneal fat depot were
removed. The liver median lobe was freeze-clamped and processed for triacylglycerol
(TAG), mRNA, and protein extraction and quantification. All samples were weighed
(Mettler AE 100), immediately frozen in liquid nitrogen, and stored along with plasma

samples at -78°C until analyses were performed.

Biochemical analyses
Plasma non-esterified fatty acids (NEFA) concentrations were determined by enzymatic
colorimetric assay ‘from Roche Diagnostics (Mannheim, Germany). Plasma TAG

concentrations were quantified by enzymatic colorimetric assay from Sigma (Saint Louis,
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MO). Plasmg glucose concentrations were determined with the use of a glucose analyser

(Yellow Springs Instruments 2300, Yellow Springs,” OH). Insulin concentrations were
determined with a radioimmunoassay kit distributed by MEDICORP Laboratories
(Montreal, PQ, Canada). Liver TAG concentrations were estimated from glycerol released
after ethanolic KOH hydrolysis, employing a commercial kit from Sigma. Frayn and
Maycock have demonstrated that omitting removal of phospholipids leads to only +2%

error in the determination of liver TAG.%

Isolation of RNA and quantitative real-time RT-PCR for PPARa, SREBP-1¢, and
SCD-1

Total RNA was extracted from freeze-clamped livers with Trizol reagent (Invitrogen Life
Technologies, Inc, Burlington, ON) according to the manufacturer’s protocol. To remove
genomic DNA, RNA samples were incubated with 2 U deoxyribonuclease 1 (DNase I,
Invitrogen Life Technologies, Inc, Burlington, ON)/ug RNA for 30 min at 37°C. PCR was
carried out in the iCycler IQ Real time PCR detection system (Bio-Rad Laboratories, Inc.,
Hercules, CA), using SYBR® green chemistry. The samples were analysed in duplicate or
triplicate. For amplification, 2 pl of diluted cDNA were added to a 20 ul reaction mixture
containing 1X i1Q SYBR Green Supermix (Bio-Rad Laboratories, Inc.) and 200 nM forward
and reverse primers. The thermal cycling program was 95°C for 2 min, followed by 40
cycles of 95°C for 30 s, 60°C for 30 s and 72°C for 30 s. The primers were purchased from
Invitrogen Life Technologies, Inc. Primer sets served to generate amplicons (Table 1).

Optical data were recorded during the annealing step of each cycle. After PCR, the reaction
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products were melted for 1 min at 95°C, the temperature was lowered to 55°C, and then
gradually increased to 95°C in 1.0°C increments, 10 s per increment. Opﬁcal data were
collected over the duration of the temperature increments, with a dramatic drop in
fluorescence occurring. This was done to ensure that only 1 PCR product was amplified per
reaction.

The relative expression vof the RT-PCR products was determined by the AACt
method. This method calculates relative expression using the equation: Fold induction=2"
(42€1 " where Ct = the threshold cycle, i.e. the cycle number at which the sample’s relative
fluorescence rises above background fluorescence, and AACt = [Ct gene of interest
(unknown sample) — Ct GAPDH (unknown sample)| - [Ct gene of interest (calibrator
sample) — Ct GAPDH (calibrator sample)]. One of the control samples was chosen as the
calibrator sample and tested in each PCR. Each sample was run in duplicate, and mean Ct
was taken in the AACt equation. GAPDH was chosen for normalization because this gene
showed consistent expression relative to other housekeeping genes among the treatment

groups in our array experiments.

Western Blot Analyses

Liver samples (~100 mg) were prepared by homogenisation in modified RIPA buffer ‘(1><
PBS, 1% Igepal CA-630, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 10 mg/mL PMSF,
aprotinin, 100 mM sodium orthovanadate and 4% protease inhibitor) and then centrifuged
at 10,000 g for 20 min at 4 °C. The supernatants were collected and the protein

concentration was determined by modified Bradford assay. Thirty micrograms of total
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protein were applied to each well of 8% SDS (PPARa and SREBP-I1¢) and 12% (SCD-

1) polyacrylamide gel and electrophoresed for 2 h at 130 V along with a set of molecular
weight markers (RPN800, Amersham biosciences). The resolved protein bands were then
transferred onto PVDF membranes (Hybond-C; Amersham Pharmacia) at 30 V for 120 min
at room temperature using a transfer buffer (25 mmol/L Tris base, 192 mmol/L glycine, and
20% methanol). The blots were blocked overnight at 4 °C with blocking buffer (5% non-fat
milk in 10 mmol/L Tris pH 7.5, 100 mmol/LL. NaCl, 0.1% Tween 20) (Amersham
Pharmacia). The membranes were then probed with specific primary antibodies: PPARa
(1:1000, sc-9000, Santa Cruz Biotechnology), SREBP-1¢ (1:2000, sc-13551, Santa Cruz
Biotechnology), SCD-1 (1:4000, kindly prdvided by Dr J. Ozols, University of Connecticut
Health Centre, Connecticut) overnight at 4°C. As an internal control, blots were reprobed
with an anti-B-actin antibody (1:2000; sc-4778, Santa Cruz Biotechnology). Blots were then
washed using TBS washing buffer (10 mmol/L Tris pH 7.5, 100 mmol/LL NaCl, 0.1%
Tween 20) and incubated with horseradish peroxidase-conjugated immunoglobulin G (IgG)
(anti-rabbit for PPARa and SCD-1, 1:10000; anti-mouse for SREBP-1c and B-actin ,
1:10000; Santa Cruz Biotechnology) during 1h at room temperature. The blots finally were
detected by chemiluminescence detection system (RPN2132, Amersham) and visualized by
exposure to Kodak X-Omat film. Densitometric measurement of the bands was performed

using Image J software.

I:t'
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Statistical analysis

Values are expressed as means + SE. Statistical analysis were performed by a one-way
ANOVA for non-repeated measures. Fisher’s post hoc test was used in the event of a

significant (P < 0.05) ratio.
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Results

As expected, ovariectomy resulted in higher (P < 0.01) body weight, daily energy
intake, and retroperitoneal fat depot weight than values observed in Sham rats (Table 2).
We report variations in retroperitoneal fat pad weight since it has been documented that
changes in this fat compartment is highly representative of changes in total body fat.® Thus,
the important gain in retroperitoneal fat (131% higher in Ovx than in Sham rats), even
when corrected for body weight gain, reflects the typical fat mass gain associated with
ovariectomy.®® Uterus weight was significantly lower (84%; P < 0.01) in Ovx rats,
indicating total ovariectomy (Table 2). All the changes induced by ovariectomy were
prevented by 17B-estradiol supplementation (Table 2). Nevertheless, the lower (13%; P <
0.05) body weight and higher (25%; P < 0.05) uterus weight in OvxE; compared to Sham
rats suggest that 17p-estradiol supplementation was slightly supraphysiological.

Liver TAG levels were 51% higher (21.9£2.6 vs 14.5+1.2 mg/g; P < 0.01) in Ovx
than in Sham rats and hepatic fat acpumulation was completely prevented by 17B-estradiol
replacement (Fig. 1A). Plasma NEFA and TAG concentrations were not significantly
affected by Ovx or 17B-estradiol supplementation (Fig. 1B-C).

Results from RT-PCR showed lower (66%; P < 0.01) hepatic PPARo. mRNAs in
Ovx than in Sham rats (Fig. 2A). On the other hand, hepatic SREBP-1c mRNAs were
higher (80%; P < 0.05; Fig. 2B) in Ovx rats, as was the transcript of its downstream target,
SCD-1 (41%; P < 0.05; Fig. 2C). Protein quantification by Western blot analysis
confirmed results obtained by RT-PCR for PPARa and SREBP-1c. We found lower

PPARa (51%; P < 0.05; Fig. 3A) and higher SREBP-1c¢ (300%; P < 0.05; Fig. 3B) protein
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abundance in liver of Ovx rats. Conversely, in spite of increases found in transcript
level after ovariectomy, SCD-1 protein expression was similar in Ovx and Sham fats (Fig.
3C). All the changes induced by ovariectomy were prevented by 17p-estradiol
supplementation, resulting in similar transcripts and protein abundance in OvxE; and Sham
rats. However, SCD-1 transcripts and protein levels were both significantly lower (61%, P
< 0.05 and 5‘4%, P < 0.01, respectively) in OvxE; compared to Sham rats (Fig. 2C-3C).
Taken together, our results indicate a positive estrogenic control of hepatic PPARa, but a
negative estrogenic control of hepatic SREBP-1¢ and SCD-1 genes.

Plasma- insulin and glucose concentrations were both increased following
ovariectomy (28% and 9% higher, respectively, when compared to Sham rats; P < 0.05 Fig.
4). 17B-estradiol supplementation decreased plasma insulin and glucose concentrations to

levels even lower than values observed in Sham rats (P < 0.01; Fig. 4).
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Discussion

It has been reported by us and others that ovariectomy in rats results in liver TAG
accretion.”® The Ovx-induced hepatic fat accumulation has been partially attributed to the
increased food intake,’® since pair-feeding in Ovx rats does not completely prevent fat
accumulation in liver (unpublished data). Based on this information, we hypothesized that
pathways of lipid metabolism are disturbed in absence of estrogens, which promotes fat
accumulation in liver of OvX rats.

The present data are consistent with previous findings on the development of
hepatic steatosis following ovariectomy in rat, showiﬁg 51% higher liver TAG content in
Ovx than in intact rats. In addition, we found that |7(-estradiol supplementation
completely prevented the accumulation of lipids in the liver of Ovx rats, indicating the need
for an intact estrogenic status for normal lipid accumulation in liver. Then, we quantified
the expression of instrumental genes in hepatic lipid regulation that are altered in NAFLD,
to evaluate whether estrogen deficiency affects their expression.

The main findings of the present study are that PPAR transcripts levels are
decreased, while SREBP-1¢ and SCD-1 mRNAs are increased in liver of Ovx rats. These
results were confirmed at the protein level for PPARa and SREBP-1c. This suggests that
lipid oxidation systems are depressed while lipogenesis is stimulated in liver of Ovx rats,
both potentially contributing to hepatic fat accretion. PPARa is necessary for constitutive
mitochondrial B-oxidation of fatty acids in liver, and transcripts levels correlate with
mitochondrial and peroxisomal B-oxidation activities.** We found reduced PPARa gene

expression (66% mRNAs and 51% protein) in liver following ovariectomy. In light of
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previous findings in PPARa -/- mice, it seems likely that downregulation of hepatic
PPARGa in Ovx rats reflects impaired oxidative pathways.”*?® This might explain the Ovx-
associated elevation of TAG content in liver. Moreover, because of their role as lipid
sensors, inappropriate PPARa expression in Ovx rats can lead to ineffective PPARa
sensing and thus, in a reduction of fatty acid catabolism as reported in hepatic steatosis.**
We demonstrated that 17B-estradiol replacement in Ovx rats reverted PPARa gene
expression to the normal level, which suggests estrogens role in regulation of hepatic lipid
oxidation. Accordingly, it has been shown that hepatic fatty-acid metabolizing enzymes are
positively regulated by 17B-estré1diol in ArKO male mice.”’

Beside lower rates of lipid oxidation, increased rates of hepatic lipid synthesis also
contribute to the development of fatty liver in obese, insulin-resistant and
hyperinsulinaemic ob/0b mice.?® In these mice, overexpression of SREBP-1c is responsible
for the enhanced expression of genes that promote lipid synthesis.”®* Therefore, we
investigated whether the loss of ovarian function affects lipogenic processes in liver by
influencing SREBP-1c¢ expression. Our results show higher levels of SREBP-1c inRNA
and protein content in liver of Ovx rats; which suggests higher lipogenesis after ovaries
removal. We also found that 17B-estradiol supplementation in Ovx rats prevented any
increase in SREBP-1c expression, which indicates a negative control of SREBP-Ic gene
expression by estrogens. This is in agreement with a previous report of a downregulation of
SREBP-1c gene expression by estrogens in mice liver.”® Ovx rats develop obesity and
insulin resistance.’’ In the present study, Ovx rats depicted an important gain in body

weight and retroperitoneal fat pad weight. Insulin sensitivity was not evaluated in the
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present Ovx rats, but we found higher plasma insulin and glucose levels following
ovariectomy. It is possible that along with the impact of estrogens removal,
hyperinsulinemia contributed to the induction of SREBP-I1c¢ transcription in Ovx rats, thus
resulting in increased rates of de novo fatty acids biosynthesis in liver.'®*

The increased lipogenic pathway in liver of Ovx rats can also be associated with
augmented SCD-1 gene expression. SCD-1 is an enzyme that constitutes a pivotal control
point in lipid homeostasis.'’ It catalyzes the rate-limiting step in the biosynthesis of
monounsaturated fatty acids necessary for TAG synthesis.'” The genetic deletion of SCD-1
protects against fatty liver and insulin resistance development in mice.’? In the present
study, we found 41% higher SCD-1 mRNAs levels in Ovx rats and a repression after 17p-
estradiol replacement. Ovariectomy and 17B-estradiol replacement induced variations in
SCD-1 that parallel changes found in SREBP-1c mRNAs, which transcriptionnally
regulates SCD-1."° However, we did not find any difference in SCD-1 protein abundance
between Ovx and Sham rats. It is possible that SCD-1 transcript stabilisation or translation
into protein might have been incompleted, explaining the accretion in SCD-1 observed only
at the transcript level in Ovx rats. Furthermore, RT-PCR allows for the amplification of a
signal, which is not the case with protein quantification by Western blot.

The conventional explanation for hepatic TAG accumulation is that obesity and
insulin resistance result in increased release of NEFA from adipocytes.”® Thus, liver TAG
accumulation has been related in part to a greater NEF A uptake by the liver due to their rise

in plasma.”’ However, the development of hepatic steatosis after Ovx suggests a different

mechanism than a greater hepatic NEFA uptake, since Ovx rats in the present study did not
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depict higher plasma NEFA levels compared to their intact counterparts. This finding is

in line with the fact that estrogens favour lipolysis in adipocytes, which implies that

adipocyte lipolysis is reduced in Ovx animals.*®*
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Conclusion

It has been suggested that irhpairment in lipid oxidative and lipogenic systems are
the main causes of fat accumulation in NAFLD.** In the present study, we used
ovariectomy as an original model of hepatic steatosis. Our data indicate that three
instrumental genes involved in fatty liver etiology — PPARa, SREBP-1c, and SCD-1 - are
changed by ovariectomy and are under estrogenic control. This led us to speculate that a
reduction in lipid oxidation and an increase in lipogenesis are defective mechanisms
leading to lipid accumulation in liver of Ovx rats. Therefore, we conclude that estrogen
deficiency-associated with ovariectomy changes the expression of gene thgt favour the
development of a steatotic phenotype. From a clinical perépective, PPARa, SREBP-1c, and
SCD-1 may serve as targets for therapeutic agents in the prevention and treatment of
hepatic steatosis in postmenopausal women, as the menopause status by itself may be

considered as a causal factor of fatty liver disease.?*
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Table 1 Oligonucleotide primers used for real-time quantitative PCR. Stearoyl CoA
desaturase-1 (SCD-1); sterol regulatory element-binding protein-lc (SREBP-1c);
peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa); glyceraldehyde-3-phosphate

dehydrogenase (GADPH).

Gene Sense primer Antisense primer Accession No.
p p
(5°-3) (5°-3%)
SCD-1 TGCTGATGTGCTTCATCCTG  GGGAAACCAGGATATTCTCC NMO009127
SREBP-1¢ TGCCCTAAGGGTCAAAACCA TGGCGGGCACTACTTAGGAA L16995
PPARa TGCGGACTACCAGTACTTAG CGACACTCGATGTTCAGTGC NM 011144

GADPH TTCAATGGCACAGTCAAGGC TCACCCCATTTGATGTTAGCG NMO017008
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Table 2 Body weight at sacrifice, daily energy intake, retroperitoneal and relative
retroperitoneal fat pad weights, and uterus and relative uterus weights, in sham-operated
(Sham), ovariectomized (Ovx), and ovariectomized supplemented with 17p-estradiol

(OvxEy) rats. Relative organ weights are corrected for body weight gain.

Sham Ovx OvxE;

Body Weight (g) 278+ 6 374 £ 11** 241 £ 6*""

Daily Energy Intake (kJ) 262+ 5 316 + 6** 269 + 3"
Retroperitoneal Fat Weight (g) 2.63+0.35 6.08 £ 0.50** ~ 1.88 + 0.44""
Relative Retroperitoneal Fat 0.93+0.11 1.61 £ 0.10** 0.77 £ 0.17"

Weight (g/100g BW)
Uterus Wt (g) © 0.61+0.06 0.10 + 0.01** 0.76 + 0.05***
Relative Uterus Weight 0.219 £ 0.023 0.026 + 0.002* 0.315 + 0.024****

(g/100g BW)

Values are means + SE, n = 12 rats/group (n = 6 for OvxE,). Significantly different from

Sham, P < 0.05, ** P <0.01. " "Significant difference between Ovx and OvxE,, P <0.01.
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Legends

Fig. 1. A) Liver triacylglycerol (TAG) levels, B) plasma non-esterified fatty acid (NEFA),
and C) plasma TAG concentrations in sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx), and
ovariectomized supplemented with 17p-estradiol (OvxE,) rats. Values are means + SE, n =
12 rats/group (n = 6 for OvxE,). = Significantly different from Sham, P < 0.01. *

Significant difference between Ovx and OvxE,, P < 0.01.

Fig. 2. A) Hepatic peroxysome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), B) sterol
regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c), and C) stearoyl CoA desaturase-1
(SCD-1) mRNA abundance in sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx), and
ovariectomized supplemented with 17p-estradiol (OvxE) rats. Values are means = SE, n =
12 rats/group (n = 6 for OvxE,). " Significantly different from Sham, P < 0.05, ** P < 0.01.

* Significant difference between Ovx and OvxE,, P < 0.05, ™ P < 0.01.

Fig. 3. A) Hepatic peroxysome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), B) sterol
regulatory element-binding protein-1c (SREBP-1c), and C) stearoyl CoA desaturase-1
(SCD-1) protein content in sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx), and
ovariectomized supplemented with 17B-estradiol (OvxE,) rats. Values are means + SE, n =
4 rats/group. ~ Significantly different from Sham, P < 0.05, ** P < 0.01. * Significant

difference between Ovx and OvxE,, P < 0.05, ™ P < 0.01.
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Fig. 4. A) Plasma insulin and B) Plasma glucose concentrations in sham-operated

(Sham), ovariectomized (Ovx), and ovariectomized supplemented with 17B-estradiol
(OvxE,) rats. Values are means = SE, n = 12 rats/group (n = 6 for OvxE,). " Significantly
different from Sham, P < 0.05, **P < 0.01. ™ Significant difference between Ovx and

OvxE; P <0.01.
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Abstract

Estrogen-deficient states are associated with hepatic steatosis. Based on previous findings
obtained at the molecular and enzymatic levels, it has been suggested that estradiol exerts
its lipid-lowering effects in liver through partitioning of triacylglycerols into oxidative
pathways. However, information on relevant physiological response was lacking.
Therefore, the purpose of the present study was to assess fatty acid oxidation rate in liver of
intact and ovariectomized rats. Tritiated water released from liver slices incubated with
9,10-[’H] palmitate was measured as a reflection of in vivo fatty acid metabolism. Fatty
acid oxidation rate was lowered by 34% (P < 0.05), associated with 114% higher (P < 0.01)
hepatic trniacylgylcerol content in liver of ovariectomized as compared to intact rats.
Estrogen replacement prevented all of these changes. Fatty liver has been linked with
hepatic leptin resistance in obese male rats. Since leptin stimulates fatty acid oxidation in
liver, we hypothesized that increased liver triacylglycerol content and decreased fatty acid
oxidation might be associated with leptin resistance in ovariectomized rats. To this end,
acute leptin delivery was performed. The 120-min intravenous leptin infusion increased
fatty acid oxidation by 23% (P = 0.081; NS) in the liver of ovariectomized rats, which was
coupled with 24% lower (P = 0.067; NS) hepatic triacylglycerol content. We conclude that
fatty acid oxidation is decreased in liver of ovariectomized rats, which is likely to
contribute to hepatic steatosis development. Furthermore, contrary to our hypothesis, our

results suggest that leptin sensitivity is maintained in liver of ovariectomized rats.

Key words: Lipid oxidation, fatty liver, fatty acid metabolism, leptin, menopause.
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Introduction

Hepatic steatosis is characterized by excessive triacylglycerol (TAG) accumulation
within the hepatocytes that favours metabolic abnormalities such as insulin resistance [1].
The primary processes leading to lipid accumulation are not fully understood, but are
probably related to an imbalance between pathways of uptake, synthesis, oxidation, and
hepatic secretion of lipids [2]. Several conditions promote liver TAG accretion, among
which the estrogen-deficient states. Postmenopausal women, aromatase receptor (ArKO)
and estrogen receptor (ERKO) knockout mice, as well as ovariectomized (Ovx) rats present
hepatic steatosis [3-7]. Alfhough fat accretion in the liver of Ovx animals has beeﬁ partially
attributed to increased food intake [6], pair-feeding does not completely prevent fatty liver
and the elevated expression of lipogenic genes [8]. All together, these evidences suggest an
implication for estrogens in instrumental pathways of hepatic lipid metabolism.

In a recent study, we showed that estrogen removal in Ovx rats decreased the
expression of peroxisome proliferator-activated receptor-alpha (PPARa), a nuclear receptor
that controls >the genetic program of fatty acid oxidation [9,10]. Comparable findings have
been previously reported in skeletal muscle of Ovx rats and in liver of ArKO mice,
including data at the enzyme level [11-13]. Indeed, decreased gene expression of carnitine
palmitoyltransferase I (CPT-1) and B-3-hydroxyacyl CoA dehydrogenase (B-HAD), as well
as reduced total activity of fatty acid B-oxidation were reported in these latter studies [11-
13]. Thus, it is justified to speculate that downregulation of lipid oxidation is a defective
mechanism involved in the development of fatty liver in estrogen-deficient states.

However, information on relevant physiological response is still lacking. Therefore, the
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primary goal of the present study is to assess fatty acid oxidation rate in the liver of Ovx
rats. To strengthen previous findings from molecular and enzymatic studies suggesting a
decrease in hepatic oxidative systems following estrogen removal, we measured trit;iated
water released from liver slices incubated with 9,10-[’H] palmitate as a reflection of in vivo
fatty acid metabolism.

Sysfemic leptin infusions in vivo stimulate hepatic fatty acid oxidation and reduce
hepatic TAG content in lean male rats [14]. However, this lipid-lowering effect of leptin
was not observed in diet-induced obesity (DIO) rats, in which fatty liver has been linked to
hepatic leptin resistance [14-17]. The accute lipid-depleting effect of lepti.n might also be
impaired in the liver of Ovx rats, since estrogen deficiency has been associated with a
decrease in Ob-Rb mRNA expression in the brain and adipose tissue, as well as central
leptin insensitivity [18-20]. Thus, as a second aim, we determined leptin -action by
assessing fatty acid oxidation in liver slices of Ovx rats submitted to an intravenous leptin

infusion.
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Materials and Methods

Animals and design

Female Sprague-Daney rats (n = 36; 180-200g) (Charles River Laboratories) were
maintained under controlled conditions and had free access to tap water and rat chow. Rats
were randomly assigned to sham-operation (Sham), ovariectomy (Ovx), or ovariectomy
with estrogen replacement (OvxE;) (n = 12/group). Five weeks aﬁer surgery, rats were
submitted to canulation and further assigned to saline (Sham-S; Ovx-S; OvxE,-S) or leptin-
infused groups (Sham-L; Ovx-L; OvxE;-L) (n = 6/group). Body weight and food intake
were monitored twice a week. The experiment described in this report was conducted
according to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care after institutional

approval.

Surgeries
For both surgeries, animals were anesthetized with a mixture of ketamine-xylazine (61.5-
7.6mg/kg, ip).

Ovariectomy. Ovx was performed according to the technique described by
Robertson et al/ [21]. For Ovx-E, rats, a small 17p-estradiol pellet (0.72mg; 0.012mg/day)
with a biodegradable carrier binder efficient for 60 days (Cat No. SE-121; Innovative
Research of America, USA) was placed subcutaneously between the shoulder blades. El-
Mas & Abdel-Rahman showed that this estrogen regimen produces physiological levels of
the hormone [22]. A placebo 60-day pellet containing only the binding carrier was used in

all other rats (Cat No. SC-111).
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Implantation of chronic catheters. Catheter (PE-50, Intramedic, BD
Biosciences) was introduced into the right jugular vein (advanced to the right atrium) as
previously described [23], exteriorized at the back of the neck, filled with a sterile
glycerol:heparin mix (3:1), and flame-sealed. Animals were allowed at least 4 d to recover
and had achieved more than 90% of presurgery weight before being submitted to the

infusion.

Intravenous (iv) leptin infusion

Conscious |8-h fasted rats received a continous iv infusion of either vehicule (saline;
groups-S) or leptin (recombinant rat leptin, R&D systems, cat # 598-LP; groups-1.) using a
syringe pump (model 11, Harvard Apparatus) at a rate of 0.2pg/kg.min for 120 min
(preceded by a 2-min priming dose of 2pg/kg.min), according to Huang & al protocol [14].
Volume delivery was 5ml/kg.h for both vehicule and leptin infusions. Intact rats received
the infusion during the diestrus phase of the estrous cycle, identified following the
performance of daily vaginal smears during the two weeks preceding the infusion. Rats
were anesthetized (pentobarbital sodique, 40mg/kg iv) for sacrifice after the 120-min

infusion.

Blood and tissue sampling
~ Five mL of blood were collected from the abdominal vena cava (<45s) into syringes pre-
treated with EDTA (15%). Blood was centrifuged at 3000 rpm and 4°C for 8 min

(Beckman GPR Centrifuge). Liver, uterus, and urogenital fat depots were removed,
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weighed, immediately frozen in liquid nitrogen, and stored along with plasma samples

at -78°C until analyses. Rats were killed by exsanguination.

Tissue and plasma measurements

Effects of Ovx or iv leptin infusion on hepatic fatty acid oxidation. Two pieces of
liver weighting ~ 35mg each were isolated and immediately incubated with 9,10-[’H]
palmitate (GE Healthcare, Code TRK909) for the assessment of fatty acid oxidation as
previously described [24]. Briefly, liver sections were incubated in a Krebs-Ringer
bicarbonate culture medium containing SmM glucose, 4% FFA free-BSA, and 3 uCi 9,10-
[’H] palmitate in a shaking water bath at 37°C for 60 min. One mL culture medium was
then added to 800uL of 2M KCI-HCl + 3mL of Folch solutions and centrifuged at 3000g
for 5 min. Two mL of upper phase were transferred to 3mL of chloroform and again,
centrifuged at 3000g for 5 min. 750uL of upper phase were collected and counted in liquid
scintillation cocktail in a beta-counter. The rate of palmitate oxidation was assessed by
measuring the quantity of tritiated water released into the medium.

Effect of Ovx or iv leptin delivery on liver TAG content. Liver TAG content was
estimated from glycerol released after ethanolic KOH hydrolysis, employing commercial
kits from Sigma (St-Louis, MO).

Plasma measurements. Glucose concentratiéns were determined with the use of a
glucose analyser (Yellow Springs Instruments 2300). Insulin and leptin concentrations were

determined with radioimmunoassay kits distributed by LINCO Research (St-Charles, MO).
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Statistical analyses

Values are expressed as means + SE. Statistical analyses were performed for two sets of
data. In the first set, we performed a oné—way ANOVA for non-repeated measures between
Sham, Ovx, and OvxE; (groups-S) to evaluate the effect of estrogen removal. In the second
set, we performed a two-way ANOVA for non-repeated measures between Sham-S, Sham-
L, Ovx-S, Ovx-L, and OvxE;-S, OvxE,-L fo evaluate the effect of leptin i;lfusion using
group and infusion as main effects. Fisher’s post hoc test was used in the event of a

significant (P < 0.05) ratio.
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Results

As expected, Ovx resulted in higher (P < 0.01) body weight (22%), daily energy intake
(19%), and urogenital fat depot weight (33%; P < 0.05) when compared to Sham rats
(Table 1). Uterus weight was significantly lower (78%; P < 0.01) in Ovx rats, indicating
total ovariectomy (Table 1). Plasma glucose and insulin concentrations were not affected
by ovaries removal. All the changes induced by ovariectomy were prevented by 17p-
estradiol replacement (Table 1). Nevertheless, the lower (P < 0.01) body weight and
urogenital fat depot weight (P < 0.05), as well as the higher (P < 0.01) uterus weight in
OvxE; compared to Sham rats suggest supraphysiological levels of hormone
supplementation, despite information previously reported in a study using the same
estrogen supplementation [22].

Effects of estrogen removal on hepatic fatty acid metabolism. Estrogen removal
induced a reduction in the rate of 9,10-[’H] palmitate oxidation, which was significantly
lower (34%) in liver slices of Ovx versus Sham rats (12.5+1.0 vs 18.8+1.4 nM/g’tissue/h; P
< 0.05) (Fig. 1A). This was associated with higher (114%) TAG content in the liver of Ovx
as compared to Sham rats (23.1+2.4 vs 10.8+2.3 mg/g; P < 0.01) (Fig. 1B). In both cases,
17B-estradiol replacement completely prevented the alterations induced by Ovx (Fig. 1).

Plasma leptin concentrations. Leptin infusion led to a substantial increase in plasma
leptin concentrations, being 772% higher (P < 0.01) in Sham-L and 390% higher (P < 0.01)
in Ovx-L. when compared with their saline-infusion counterparts (Table 2). Despite the
greater increase in plasma leptin levels obtained in Sham-L than in Ovx-L, group

comparisons reveal that plasma leptin concentrations were still significantly higher in Ovx-
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L than in Sham-L rats (11.23+2.84 vs 5.23+0.61; P < 0.01). This might be related to

higher basal plasma leptin levels found in Ovx than in Sham rats (2.29+0.48 vs 0.60+0.10
ng/mL; P <0.01). This observation is consistent with the larger adipose tissue mass of Ovx
animals (Table 1) [25].

Effects of leptin infusion on hepatic fatty acid metabolism. No significant
differences were measured for hepatic fatty acid oxidation or TAG content following leptin
infusion when results were analysed using a two-way ANOVA between all groups.
However, since we observed strong tendencies for leptin effects in Ovx rats, we
subsequently performed unpaired ¢ test in Sham, Ovx, and OvxE; groups to further evaluate
the effects of leptin infusion. We found a tendency for higher (23%) 9,10-[*H] palmitate
oxidation rate in liver slices of Ovx rats following leptin infusion (15.3+1.0 vs 12.5+1.0
nM/g tissue/h; P = 0.081) (Fig. 2A), coupled with a tendency for lower (24%) hepatic TAG

content (17.5%0.5 vs 23.1x2.4 mg/g; P=0.067) (Fig. 2B).



134

Discussion

The main finding of this study is that estrogen removal decreased the rate of fatty
acid oxidation by 34% in liver of Ovx rats. This phenomenon might contribute to the
development of hepatic steatosis, since Ovx rats presented more than twice the liver TAG
content of intact rats. In a recent study, we showed that ovariectomy induced
downregulation of hepatic PPARa expression [9], thus suggesting a decrease in liver fat
oxidation. Similar findings have been reported in gastrocnemius muscles of Ovx rats and in
liver of ArKO mice [11-13]. These latter studies also demonstrated that estrogen deficiency
suppressed the expression of Alipid oxidative genes, e.g. CPT-1 and B-HAD, as well as
maximal activity of enzymes involved in fatty acid P-oxidation [11-13]. In vitro
experiments conducted on HepG2 cells also put foward a role for estrogens in lipid
catabolism, showing that genistein, a dietary isoflavone exhibiting weak estrogenic
properties, increased PPARa and CPT-1 mRNAs [26]. It was suggested that genistein
might be a potential ligand for PPARa. Therefore, the present data are consistent with
previous findings obtained at the molecular and enzymatic level and provide a
physiological demonstration that fatty acid oxidation is reduced in liver of estrogen-
deficient rats.

Secondly, we hypothesized that estrogen deprivation would lead to hepatic leptin
resistance, providing a mechémism by which fatty acid oxidation is lowered in liver of Ovx
rats. However, contrary to our hypothesis, systemic leptin infusion tended to stimulate
palmitate oxidation rate in liver slices of Ovx rats and this acutely reduced liver fat

accumulation. Despite the fact that statistical significance was not reached, we found
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relevant to discuss the results. The physiological importance of this finding is intriguing
since estrogen sensitizes central leptin signaling and chronic estrogen withdrawal in Ovx
rats causes central leptin insensitivity [19,27]. Thus, our results suggest that unlike central
leptin responsiveness, hepatic leptin sensitivity is not completely blunted following
estrogen removal.

Interestingly, leptin failéd to stimulate fatty acid oxidation nor reduce TAG content
in liver of intact female rats, which were lean and not expected to present hepatic leptin
resistance. This is opposite to what has been reported in lean male rats, in which leptin
infusion increased fatty acid oxidation while decreasing liver TAG content [14-17]. This
finding suggests an influence of female sexual steroids for the lipid-depleting effects of
leptin in liver. In this regards, estradiol shares common physiological functions with leptin
by decreasing food intake and body adiposity, and by increasing energy expenditure [28-
30]. While the presence of both hormones is centrally needed for the optimal regulation of
energy homeostasis as it has been reported in estrogen-deficient rats [20], the lipid-
depleting effects of estradiol and leptin in liver might not be additive. Biologic redundancy
exists for several cytokines that present similar activity on a tissue or system [1]. As a
result, it is infrequent that loss of one cytokine will markedly impair one specific function.
Therefore, to some extent, leptin might mimic estradiol action in liver of estrogen-deficient
female rats that would be redundant and thus, undetectable in liver of intact female rats.

Differences achieved in plasma leptin concentrations following leptin infusion need
to be acknowledged. First, the higher plasma leptin levels measured in Ovx rats are

probably related to higher basal concentrations, which is consistent with the larger adipose
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mass of estrogen—deﬂciént animals [25]. Leptin infusion in Huang et al. study also led

to higher plasma leptin concentrations in DIO than lean rats, probably for the same reason
[14]. Second, since calculation of volume delivery for the infusion was based on body
weight, we might have over-estimated it in relation with the size of the volume of
distribution, namely the vasculature, since growth of adipose tissue might occur ahead of
angiogenesis [1]. Nevertheless, following the leptin infusion, the greater increases in
plasma leptin concentrations from basal levels were achieved in intact rats, while leptin
tended to stimulate hepatic TAG metabolism only in Ovx rats. This observation emphasizes
the hepatic responsiveness of Ovx rats for leptin.

In conclusion, our results strengthen previous informations from molecular and
enzymatic studies by providing a physiological demonstration showing that fatty acid
oxidation is reduced in liver of Ovx rats, which probably contributes to the d.evelopment of
hepatic steatosis in this model of estrogen deficiency. Furthermore, contrary to our
hypothesis, we demonstrated that the acute lipid-depleting effect of leptin is maintained in
liver of Ovx rats. This finding suggests that hepatic leptin resistance as a mechanism is not

involved in fatty liver development in Ovx rats.
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| Legends of tables and figures

Tab]e 1. Body weight at sacrifice, daily energy intake, urogenital fat pad and utérus
weights, and plasma glucose and insulin concentrations in sham-operated (Sham),
ovariectomized (Ovx), and ovariectomized supplemented with 17B-estradiol (OvxE,) rats.
Values are means + SE, n = 12 rats/group. *Significantly different from Sham, P < 0.05, **

P <0.01. " *Significant difference between Ovx and OvxE;, P < 0.01.

Table 2. Plasma leptin concentrations following saline (S) or leptin (L) infusion in sham-
operated (Sham-S; Sham-L), ovariectomized (Ovx-S; Ovx-L), and ovariectomized
supplemented with 17B-estradiol (OvxXE;-S; OvxE;-L) rats. Values are means + SE, n = 6
rats/group. **Significantly different from Sham, P < 0.01. **Significant effect of leptin

infusion, P < 0.01.

Fig. 1. A) Palmitate oxidation rate in liver slices and B) liver triacylglycerol (T AG) content
in sham-operated (Sham), ovariectomized (Ovx), and ovariectomized supplemented with
17B-estradiol (vaEz)’ rats. Values are means + SE, n = 6 rats/group. * Significantly
different from} Sham, P < 0.05, ** P < 0.01. +Signiﬁcant difference between Ovx and

OvxE,, P <0.05, "™ P <0.01.

Fig. 2. A) Palmitate oxidation rate in liver slices and B) liver triacylglycerol (TAG) content
following saline (S) or leptin (L) infusion in sham-operated (Sham-S; Sham-L),

ovariectomized (Ovx-S; Ovx-L), and ovariectomized supplemented with 17p-estradiol
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(OvxE,-S; OvxE,-L) rats. Values are means + SE, n = 6 rats/group. ** Significantly

different from Sham, P < 0.01. **Significant difference between Ovx and OvxE,, P <0.01.



Table 1

Body Weight
(8

Energy Intake
(kJ/day)

Urogenital Fat Weight
(8

Uterus Weight
(8

Plasma Glucose

(mM)

Plasma Insulin

(ng/mL)

Sham

251 +7

283+ 10

6.68 £ 0.67

0.49 £0.03

7.30 £ 0.29

1.61 +0.39

Ovx

306 £ 7**

338 £ 9**

8.88 + 0.85*

0.11 £0.01**

7.78 £ 0.26

1.84 £ 0.41

OVXEZ

227 + 4***

276 £ 4™

425+ 0.52*

0.97 + 0.09**™*

5.67 £ 0.32%*™"

1.94 £ 0.41
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Table 2
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Sham-S
Plasma Leptin 0.60 +0.10
(ng/mL)
Plasma Glucose 7.30+0.29
(mM)
Plasma Insulin 1.61 £ 0.39

(ng/mL)

Sham-L

523 +0.61%

6.93 £0.13*

1.76 = 0.48

Ovx-S

2.29 + 0.48**

7.78 £ 0.26

1.84 + 0.41

Ovx-L

11.23 £ 2.84**&

6.82 +0.32*

2.14+0.67
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Abstract

Estrogens exert their biological roles mainly through estrogen receptors (ER) that function
as ligand-activated transcription factors. ER content in a cell is regulated by many factors
and is decisive for estrogen action. The purpose of the present study was to investigate the
influence of an 8-wk endurance training program on ER expression in the liver, right atrium
(RA), and left ventricle (LV) of intact and ovariectomized (Ovx) rats. We measured ERa
and ERP mRNA content by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). We
found an important increase in ERa mRNA levels in the liver (300% ; P <0.01) and in ERP
mRNA levels in the RA (200% ; P < 0.05), and a marked decrease in ERa (80% ; P <0.01)
and ERB (40%; P < 0.05) transcripts content in the LV of intact rats after endurance
training. On the other hand, ERa mRNA levels were depressed byv 50% (P < 0.01) in the
liver, and increased by 60% (P < 0.01) in LV of Ovx rats after exercise training. These
results first indicate that endurance training is associated with modifications of ER
transcripts levels in the liver, LV, and RA of female rats. More specifically, these effects
are tissue and isoform-specific and the directioﬁ of the response (increase or decrease) is
different in intact and Ovx rats. It is suggested that some of the adaptations to endurance

training in liver and heart may be mediated by an ER-dependent mechanism.

Keywords: gene expression, ovariectomy, right atrium, left ventricle, ovarian steroids.
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Introduction

It is now well recognized that the effects of estrogens are not limited to the female
reproductive system [1, 2]. Almost all organs of the body in both male and female are under
estrogenic influence, and especially metabolic tissues such as liver and heart [1]. The
biological actions of estrogens occur mainly when they bind to one of the two known
estrogen receptor (ER) isoforms - ERa and ER — specifically distributed among tissues [1,
2]. These nuclear receptors are ligand-activated transcription factors and can stimulate or
repress the expression of genes encoding proteins with important physiological functions
[1, 2]. In addition, ER can be stimulated independently of estrogen-binding, by
phosphorylation of the N-terminal ligand-independent activation function (AF-1 domain),
present on the ER gene [3]. Activation of the AF-1 domain allows ER to stimulate the
transcription of estrogen-regulated genes [3]. Therefore, some estrogenic effects involving
an ER-mechanism are mediated in the absence of estrogens [3].

In the liver, the synthesis of angiotensinogen, blood coagulation factors, LDL
receptor, and lipoproteins are under the control of an ERa-dependent mechanism [4-7], the
ERp isoform being absent in liver [8]. Estrogens also act in heart through ERa, where
estradiol treatment reduces myocardial injury associated with ischemia-reperfusion [9, 10],
and through ERP, where estrogens exert a protection against left ventricular hypertrophy
[11]. Since the capacity of a cell to mediate an estrogenic response is correlated to the
intracellular ER content, it is of interest to study the stimuli that influence ER expression

[7,12, 13].
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Hepatic ERa content is principally influenced by growth hormone action, but
other pituitary and glucocorticoid hormones are involved [14-16]. It is known frofn the
ovariectomized (Ovx) rat model that endogenous estradiol negatively regulates hepatic ERa
content [17-19], whereas hyperphysiological doses of 17B-estradiol after exogenous
administration or during pregnancy stimulates its synthesis [20-22]. Nevertheless, the
changes in circulating estradiol levels associated with the estrous cycle do not affect ERa
content in liver, unlike the fluctuations in ERa levels reported in uteru; [16, 20, 21]. On the
other hand, a positive regulation of ER levels by endogenous estrogens was reported in
female rat atria using an Ovx model [23]. However, few studies looked at the regulation of
ER content in heart, making it less defined and maybe not only endogenous estrogens are
implicated. Taken together, it can be concluded that the regulation of ER expression is

tissue-specific and can be influenced by several factors.

In addition to the above-mentioned stimuli, an endurance-trained state has also been
reported to influence ER expression [24-26]. However, the information in this regard is
scarce and limited to skeletal muscle. Two studies conducted by Lemoine et al. indicated
changes in ERa transcripts levels after a 7-wk endurance training program in skeletal
muscle [24, 25]. Furthermore, Wiik et al. found higher ERa and ERB transcripts levels in
vastus lateralis of highly endurance-trained than in moderately active men [26]. Lemoine et
al. [24, 25] put forward the concept that an ER-mediated mechanism could contribute to the
training adaptations of skeletal muscle. We hypothetized that ER expression is also
modulated following endurance training in liver and heart. The rationale for this hypothesis

is based on the evidence that both endurance training and estrogen signalling pathway share
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physiological targets in liver and heart. Examples of this are repression of the

expression and the activity of hepatic lipase in liver [27, 28] and improvement of cardiac
recovery after ischemia/reperfusion [29, 30]. In a first step, to increase our understanding of
the link between ER and exercise training in these tissues, we determined the effects of an §
wk endurance training program on ERa and ERP transcripts expressiovn in liver and 2 heart

chambers, left ventricle (LV) and right atrium (RA) of intact female rats.

It is well recognized that Ovx in rodents results in an increased adiposity [31, 32],
and induces several nmetabolic disturbances including hepatic steatosis,
hypercholesterolemia, hyperinsulinemia [31, 33], and decreased insulin sensitivity [34].
Several of these disturbances are prevented by exercise training [34, 35]. Furthermore,
exercise training and estrogen therapy augment cardiac and endothelial function in Ovx rats
[36-39]. It is not known if ER transcripts are affected after exercise training in Ovx rats.
This question is of interest especially that ER mRINA levels cannot rely on endogenous
ovarian hormones anymore. Therefore, a second aim of the present study was to determine
the changes in ER transcripts expression following endurance training in liver and heart of
ovariectomized rats. We have shown that endurance training is associated with tissue- and
isoform-specific ER changes in intact female rats and that the direction of the response is

modified by the removal of ovaries.
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Material and methods

Animal care

Female Sprague-Dawley rats (n = 32) weighing 180-200 g (8 wk old) were obtained from
Charles River (St-Constant, PQ) and housed individually. The 12:12-h light-dark cycle
started at 6:00 AM, and room temperature was maintained at 20-23°C. All animals were
given free access to the usual pellet rat chow (12.5% fat; 63.2% carbohydrate; 24.3%
protein; kJ, Agribrands Purina Canada, Woodstock, ON) and tap water. They were treated
similarly in terms of daily manipulations. The experiments described in this report were
conducted according to the guidelines of the Canadian Council on Animal Care after

institutional approval.

Surgery

Two days after their arrival in our laboratory, the rats were randomly assigned to
ovariectomy (Ovx) or sham-operation {Sham) groups. Ovx was performed according to the
technique described by Robertson et a/ [40]. The animals were injected with antibiotics
(Tribrissen 24%; 0,125 mL/kg sc) for 3 days, beginning the day before surgery. For

surgery, the rats were anesthetized with a mixture of ketamine-xylazine (61.5-7.6 mg/kg,

ip).

Groups
Two days after surgery, Ovx and Sham rats were submitted to training (Tr), or remained

sedentary (Sed), which resulted in a total of 4 groups (n = 8/group) : sham-operated
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(Sham), sham-operated + endurance training (ShamTr), ovariectomized (Ovx), and
ovariectomized + endurance training (OvxTr). Body weight and food intake in g were
monitored every other day. All rats were killed 8 wk after surgical manipulation in the Tr or

Sed state.

Endurance training protocol

Exercise training consisted of continuous running on a motor-driven rodent treadmill
(Quinton Instruments, Seattle, WA), 5 times /wk for 8 wk. The rats progressively ran from
15 min/day at 15 m/min, 0% slope, up to 60 min/day at 26 m/min, 4% slope, for the last 4

wk. At the end of this 8-wk period, animals were sacrificed 48h after the last exercise bout.

Tissue sampling

Rats were killed between 08:00 and 11:00 AM. Food was removed from the cage 2-3h
before sacrifice. Immediately after complete anesthesia (pentobarbital sodium; 50 mg/kg
i.p.), the abdominal cavity was opened along the median line of the abdomen. Several
organs and tissues were removed in the following order: liver, heart, uterus, femur,
mesenteric, urogenital and retroperitoneal fat depots, along with the right triceps surae
(soleus, plantaris, and gastrocnemius). The liver median lobe was freeze-clamped and the:
heart was divided in its 4 chambers. The liver median lobe, the right atrium (RA) and the
left ventricle (LV) were processed for ERa and ERP mRNA determination and
quantification. All tissue samples were weighed (Mettler AE 100), immediately frozen in

liquid nitrogen, and stored at -78°C until further analysis. Finally, the right femur wet
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weight was obtained following a short boiling period in a 10% KOH solution in order to

remove the surrounding tissue.

Isolation of RNA and RT-PCR for hepatic ERa

ERa mRNA assessment.in liver was conducted using RT-PCR while real time RT-PCR
‘was used for determination of ERa and ERP mRNA in heart because of technical problems.
Total RNA was isolated from rat frozen liver with Trizol reagent (Life Technologies,
Rockville, MD) according to the manufacturer's specifications. Total RNA was then treated
with RNase-free DNase | under a standard protocol. The integrity and quality of the
purified RNA were controlled by formaldehyde denaturing agarose gel electrophoresis and
measurement of the 4,40/A4250 ratio. First-strand cDNA was synthesized in a final volume of
40 pl containing first-strand buffer, 2 pg RNA, 2 pg hexanucleotide primer (Life
Technologies), and avian myeloblastosis virus reverse transcriptase (12 units/ug RNA, Life
Technologies). Five pl of first-strand cDNA were added to a PCR mixture and amplified
for 27 cycles by incubation at 95°C for 1 min, at 55°C for 50 s and at 72°C for 1 min 10 s,
with final incubation at 72°C for 3 min, all in a Roboéycler gradient 40 thermocycler
(Stratagene, La Jolla, CA). The ERa primer sequences are enumerated in Table 1.
Amplification of 18S RNA by oligonucleotides was achieved according to the protocol
provided by the manufacturer (Ambion, Austin, TX). Control RT-PCR omitted reverse
transcriptase or RNA from the reaction mixture. After amplification, the samples were
loaded and electrophoresed on 1.5% agarose gel. Bands stained by ethidium bromide were

counted and analyzed with the Storm 840 imaging system and ImageQuant software
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(Version 4.2, Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA). To validate RT-PCR as a tool for

the semi-quantitative measurement of mRNA, dose-response curves were charted for
different amounts of total RNA extracted from the rat liver, and the samples were
quantified in the linear phase of PCR amplification. These data were normalized to the
corresponding values of 18S RNA. All samples were run in duplicate. The intra- and inter-

assay coefficients of variation were 6 and 8%, respectively.

Isolation of RNA and semi-quantitative real-time PCR for ERa and ERP in heart

Total‘ RNA was extracted from frozen hearts with Trizol (Invitrogen Life Technologies,
Inc, Burlington, ON) according to the manufacturer’s protocol. To remove genomic DNA,
RNA samples were incubated with 2 U deoxyribonuclease I (DNase I; Invitrogen Life
Technologies, Inc, Burlingon, ON)/ug RNA for 30 min at 37°C. The cDNA synthesis was
performed as previously described. PCR was carried out. in the iCycler IQ Real time PCR
detection system (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA), using SYBR® green
chemistry. Samples were analysed in duplicate or triplicate. For amplification, 2 ul of
diluted CDNA was added to a 20 pl reaction mixture containing 1X iQ SYBR Green
Supermix (Bio-Rad Laboratories, Inc.) and 200 nM forward and reverse primers. The
thermal cycling program was 95°C for 2 min, followed by 40 cycles of 95°C for 30 s, 60°C
for 30 s, and 72°C for 30 s. Primer; were purchased from Invitrogen Life Technologies,
Inc. Primer pairs were chosen to minimise primer dimerization and to generate an amplicon

between 150 and 350 bp. The primers used are enumerated in Table 1. Optical data were

collected during the annealing step of each cycle. Following PCR, reaction products were
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melted for 1 min at 95°C, and then the temperature was lowered to 55°C, and then
gradually increased to 95°C in 1.0°C increments, 10 s per increment. Optical data were
collected over the duration of the temperature increase with a dramatic drop in fluorescence
occurring. This was done to ensure that only one PCR product was amplified per reaction.
The relative expression of the RT-PCR products was determined using the AACt
method. This method calculates relative expression using the equation: Fold induction=2"
(448 where Ct= the threshold cycle, i.e. the cycle number at which the sample’s relative
fluorescence rises above the background fluorescence and AACt=[Ct gene of interest
(unknown sample) — Ct GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) (unknown
sample)] - [Ct gene of interest (calibrator sample) — Ct GAPDH (calibrator sample)]. One
of control samples was chosen as the calibrator sample and used in each PCR. Each sample
was run in duplicate and the mean Ct was used in the AACt equation. GAPDH was chosen
for normalisation instead of 18S RNA because the latter is rapidly amplified and taking into
consideration the high sensitivity of real time RT-PCR, it is difficult to determine Ct for
18S RNA. GAPDH showed consistent expression relative to other housekeeping genes

among the treatment groups in our array experiments.

Statistical analysis
Values are expressed as means + S.E. Statistical analyses were performed by a two-way
ANOVA for non-repeated measures. Fisher’s PLSD post hoc test was used in the event of a

significant (P < 0.05) ratio.
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Results

Comparison of body composition parameters in Sham and Ovx rats confirms that
ovariectomies were well performed (Table 2) [31]. Ovx rats showed higher (P < 0.01) body
weight, energy intake, intra-abdominal fat depot and right triceps surae weights than Sham
rats. Moreover, uterus weight was significantly lower in Ovx rats (P < 0.01), indicating
total ovariectomy.

Endurance training led to increased (P < 0.05) body weight and energy intake in
Sham rats, suggesting that intact animals did not experience negative energetic balance
during the training period (Table 2). Exercise training resulted in a significant (P < 0.01)
decrease in intra-abdominal fat depot weight when expressed per unit of body weight in
both Sham and Ovx rats reflecting the effectiveness of the running program. In addition,
femur weight was significantly increased (P < 0.01) with training in both Sham and Ovx
groups.

The RT-PCR technique was used to demonstrate ER transcripts changes in response
to endurance training in the liver and heart chambers (LV and RA) of intact and Ovx
female rats. Our results confirmed that ovariectomy induced tissue-specific alterations of
ER mRNA levels [41], énd showed for the first time that endurance training affects ER
expression in liver and heart.

A summary of the results on ER transcripts is presented in Table 3. ERa mRNA
levels were increased by 200% in the liver and RA and decreased by 80% in LV of
sedentary Ovx compared to Sham rats (P < 0.05; Fig. 1). Different effects of endurance

training on ERa expression were observed in the liver and heart chambers, and between
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intact and Ovx rats. Hepatic ERa transcripts content was significantly higher (300%, P
< 0.01) in Sham, but 50% lower (P < 0.01) in Ovx rats after endurance training (Fig. 1A).
On the other hand, ERa mRNA levels in LV were decreased by 80% (P < 0.05) in Sham,
and increased by 60% (P < 0.01) in Ovx rats after endurance training (Fig. 1B). There were
no significant effects of training on ERa transcripts content in RA (Fig. 1C).

ERP transcripts levels were completely depressed by Ovx in LV (100%; P < 0.01;
Fig. 2A),‘ but remained unchanged in RA of sedentary rats (Fig. 2B). ERp mRNA levels
were 40% lower (P < 0.05; Fig. 2A) in LV, but 200% higher (P < 0.05; Fig. 2B) in RA of

Sham rats after endurance training. However, endurance training did not change ERp

mRNA content in either LV or RA of Ovx rats (Fig. 2A and 2B).
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Discussion

The purpose of the present study was to investigate the effects of an 8-wk endurance
training regimen on ER transcripts levels in liver and heart of female rats. We found
significant alterations of ER expression in the liver, left ventricle, and right atrium of
endurance trained animals. More specifically, we showed that these effects are tissue and
isoform-specific and that the direction of the changes in transcripts levels is different in
Ovx than in intact rats.

Training in Sham rats. The most novel finding of the present study is the clear
effect of endurance training on ER transcripts content in liver and heart. We found an
important increase (300%) in hepatic ERa mRNA levels, accompanied by a decreased
expression of both ERa and ERP genes in LV, and an increase (200%) in ERP transcripts
content in RA following endurance training in intact rats. Our results are in line with the
tissue-specific regulation of ER, which has been shown to be under the control of several
factors including pituitary and gonadal hormones [14, 15, 23]. The present results extend
these findings by indicating that an endurance-trained state also influence ER gene
expression in liver and heart.

Our results raise the question as to why ER expression changes following endurance
training in liver and heart. Endurance training is known to stimulate the expression of
transcription factors, leading to the synthesis of proteins involved in the adaptations of
skeletal muscle to training. For instance, the increased expression of the transcription factor
NRF-1 takes part in the mitochondrial biogenesis processes in muscle in response to

endurance training [42]. ERs are themselves transcription factors and variations in their



162

transcripts levels may lead to stimulation or repression of target genes [1, 2]. Lemoine
and al. were first to report an effect of endurance training on ERa gene expression in
skeletal muscle [24, 25]. They put forward the concept that an ER-mediated mechanism
could contribute to the training adaptations of skeletal muscle [24, 25]. The stimulation of
mitochondrial biogenesis is an adaptation to training that may also be mediated by an ER-
“dependent mechanism in skeletal muscle, as a positive correlation was reported between
ERs levels and citrate synthase activity [26]. Our data suggest that this concept could be
extended to liver and heart. It seems likely that endurance training and estrogens share
target genes in the liver. For instance, both endurance training and estrogens, through ERa,
repressed the expression and activity of hepatic lipase, leading to increased levels of
circulating HDL [22, 27, 28, 43]. We found important increases in hepatic ERa mRNA
levels in endurance-trained rats. It is thus possible that the stimulation of the estrogen
signalling pathway through endurance training participates in the repression of hepatic
lipase by training.

Aside from the liver, the physiological role of estrogens on the myocardium is
poorly understood, making the interpretation of our training effects on ER transcript levels
more difficult. However, several associations exist for the ER content and myocardial
functions and dysfunctions [44, 45]. For instance, ER are involved in the stability of cardiac
intercalated discs and an up-regulation of ER content in myocardium is related to
myocardial pressure load as a compensatory mechanism [44, 45]. The decreased levels of
ERo mRNA content found in LV of our endurance trained rats may, therefore, be

interpreted as an indicator of an improvement in heart function. Nevertheless, it is difficult
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to reconcile the important decrease in both ERa and ERP genes in LV following
endurance training with the known cardioprotective effect associated with training and with
the administration of estrogens [46, 47]. It is posﬁible that both of these actions occur
through a different mechanism. Recent evidence suggests that ERp attenuation of cardiac
dysfunction following trauma-hemorrhage is mediated via a nuclear as well as a
mitochondrial action [48]. This reemphasizes our limited understanding of the effects and
the mechanism of action of ERa and ERP on the cardiovascular system [49].

Effects of Ovx. It has been proposed that endogenous estrogens may be repressive
on hepatic ERa gene expression of intact rats, as an elevation of ERa mRNA levels is
observed after Ovx [17, 18]. Accordingly, we found an increase in hepatic ERa mRNA
content after Ovx. On the other hand, the consequences of ovaries removal on ER
transcripts levels in heart are poorly defined. A positive regulation of ERa levels by
endogenous estrogens was reported in female rat atria following Ovx [23], while other
reports showed no significant changes [41]. Our study is the first, to our knowledge, to
report effects of Ovx on both ER isoforms transcripts levels in two different heart chambers
of the female rat. We observed decreased ERa and ERB mRNA levels in LV, and increased
content of ERa transcripts in RA by Ovx. These results indicate the positive and negative
regulation of ER mRNA levels in LV and RA, respectively, by sex steroids. Therefore, our
findings in liver and heart chambers of Ovx rats further highlight the reported tissue-
specific regulation of ERs by endogenous ovarian hormones.

‘Training in Ovx rats. Taking into account the fact that ER transcripts were largely

modified by the Ovx, the second major finding of the present study is the different effect of
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endurance training found on ER transcripts levels according to the presence or tﬁe

absence of ovaries. The training adaptations of ERa mRNA content in the liver and LV of
Ovx animals was opposite to the training response observed in Sham rats. In addition,
while exercise training altered ERPp mRNA content in LV and RA of Sham rats, it had no
effect in Ovx rats. These findings suggest that the presence or absence of ovaries influence
the response of ER gene expression to the stimulus of exercise. This is in line with the
action of estradiol in liver that has been reported to depend on the presence of the pituitary
hormones [12, 14, 15]. Thus, it seems that the responsiv.eness of the ER gene in liver and
heart to the stimulus of exercise training is different according to the presence of ovarian
steroids. The response of ER transcripts to exercise training in the present Ovx rats also
suggest that exercise training compensated for the ovarian steroid deprivation in liver and
heart. It is important to recall that the transcriptional activity of ER can be modified by
factors other than estrogens [3, 50]. Exercise-induced activation of MAPK can lead to -
phosphorylation of the AF-1 domain of the ER gene, thus resulting in the stimulation or the

repression of ER transcriptional activity [51, 52].

Although ERa is the main receptor known to mediate the estrogenic effects, both
isoforms mediate specific actions, and the relative importance of the two isoforms is not
well understood [2]. Our results also suggest that the ER gene expression in RA is less
sensitive to different stimuli, e.g. ovariectomy (ovarian steroids deprivation) and exercise

training, than the ER gene expression in the liver and LV.

There are limitations to the present study that need to be addressed. It could be

argued that our training program disrupted the estrus cycle of intact rats and altered ER
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expression, since circulating estrogens can regulate the levels of their own receptors

[23, 53, 54]. However, training-induced disruption of the estrus cycle is often associated
with body weight loss and low energy intake [55, 56]. This was hardly the case in our study
since intact female rats gained body weight and increased their energy intake with training.
Moreover, changes in ERmRNA levels following endurance training were also observed in
Ovx rats. Although plasma estradiol levels were not measured in the present study, it seems
likely that endurance training was indeed responsible for the changes that we observed on
ER expression in both intact and Ovx rats. On the other hand, the physiological
interpretation of the present data is limited by the sole measurement of transcripts levels.
However, the demonstration that these ER gene transcripts are modified with endurance
training in liver and heart constitutes an interesting opening in a new avenue of research

linking ER as a possible contributor to the training adaptations in these tissues.

In conclusion, we showed, using the RT-PCR technique that endurance training is
associated with modifications of ER gene expression in liver, right atrium, and left ventricle
of the heart. We demonstrated that these training effects are tissue and isoform specifics
and that the responsiveness of the ER gene to the stimulus of endurance training is different
in intact and Ovx animals. It is suggested that ER gene expression may mediate some of the

adaptative effects of endurance training in liver and heart.
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Table 1 Oligonucleotide primers used for reverse transcriptional polymerase chain
reaction (RT-PCR), and real-time quantitative PCR. Estrogen receptor-alpha (ERa);
estrogen receptor-beta (ERP); glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GADPH). 18S

primer pair universal 185 (Ambion, Lot N: 115R057113A) was bought directly from

Ambion.
Gene Sense primer Antisense primer Accession No.
(5-3) (5-3)
ERa GCGGCTGCCACTGACCATG  CCTCGGGGTAGTTGAACACGG NM_012689
ERa (real CCAAAGCCTCGGGAATGG  AGCTGCGGGCGATTGAG NM_012689
time)
ERP (real TTGGTGTGAAGCAAGATCACTA AACAGGGCAGGCACAACTG NM_012754
GAG
time)
GADPH  TTCAATGGCACAGTCAAGGC TCACCCCATTTGATGTTAGCG NM_017008
(real time)

Beta Actin ACCCACACTGTGGCCCATCTA GCCACAGGATTCCATACCCA NM_031144
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Table 2 Body weight, daily energy intake, intra-abdominal fat depots, left ventricle

weight, femur weight, right triceps surae weight, and uterus weight, in sham-operated

(Sham), sham-operated + endurance training (ShamTr), ovariectomized (Ovx), and

ovariectomized + endurance training (OvxTr) rats.

Sham ShamTr Owx OvxTr
Body weight 28717 330+147 39449** 377+£9*
(2)
Energy intake 259+6 288+10" 321£8** 310+8
(kJ/day)
Intra-abdominal fat depot 15+2 14+1 3342%* 23+3*"
weight
(2)

Intra-abdominal fat depot ~ 0.053 £ 0.005  0.044 £ 0.003""  0.084 £ 0.005**  0.061 £ 0.007**""
weight / Body weight

(g/2)
Left ventricle weight 617 +28 660 + 35 732 £27** 791 + 30**
(mg) |
Left ventricle weight/Body ~ 2.11 + 0.06 1.99 + 0.04 1.84 + 0.03** 2.09 +0.09"
weight

(mg/g)
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Femur weight

(mg)

Femur weight/ Body weight
(mg/g)

Right triceps surae weight

(2

Uterus weight
(®

728 + 18

2.54 +£0.07

2.03+0.05

0.61+0.08

838 +39™

2.60 + 0.05

2.21£0.10

0.81+0.07

772 £ 18

1.96 £+ 0.04**

2.46+0.05**

0.11£0.01**

851+ 13"

2.25+ 0.05**"

2.50+0.04**

0.10£0.01%*

Values are means + SE, n=8 rats/group. = P < 0.05 and *" P < 0.01: significantly different

from corresponding Sham group. * P < 0.05 and ™ P < 0.01: significantly different from

corresponding sedentary rats.
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Table 3 Summary of the results on ER transcripts. Estrogen receptor-alpha (ERa);

estrogen receptor- beta (ERP); ovariectomy (Ovx); training (Tr); left ventricule (LV); right

atrium (RA).
Effect of Tr Effect of Ovx Effect of Tr
(Sham) (Ovx)

ERa ERB ERa ERB ERa ERB

Liver 1300% ® 1200% ® 150% ®

LV 180% | lao% | lso% | 1100% | Teo% | N-S.

RA N.S. 1200% | 1200% N.S. N.S. N.S.

(1150%)

Comparisons are made with respective control groups. ® The isoform is not expressed in
that tissue. N.S. No significant effect, otherwise all other indicated changes are significant,

P <0.05.
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Figure legends

Fig. 1 ERa mRNA levels in the liver, left ventricule (LV), and right atrium (RA) of sham-
operated (Sham), sham-operated + endurance training (ShamTr), ovariectomized (Ovx),
and ovariectomized + endurance training (OvxTr) rats. Values are means = SE, n=8
rats/group. P < 0.05 and ~ P < 0.01: significantly different from corresponding Sham
group. P < 0.05 and TP < 0.01: significantly different from corresponding sedentary rats.

Values were normalized to values of Sham-sed groups in Fig 1B and 1C.

Fig. 2 ERP mRNA levels in left ventricule (LV) and right atrium (RA) of sham-operated
(Sham), sham-operated + endurance training (ShamTr), ovariectomized (Ovx), and
ovariectomized + endurance training (OvxTr) rats. Values are means + SE, n=8 rats/group.
"P < 0.05 and P < 0.01: significantly different from corresponding Sham group. * P <
0.05: significantly different from corresponding sedentary rats. Values were normalized to
values of Sham-sed groups in Fig 1B and 1C. Values for Ovx and OvxTr rats were 0.001 +

0.0003 and 0.001 + 0.001, respectively.
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3. Chapitre 3 : Discussion générale

L’objectif général des études qui composent cette thése était de caractériser le
développement de la stéatose hépatique dans le contexte du déficit estrogénique. Nous
avons utilisé le modéle d’ovariectomie chez la rate pour étudier ce phénoméne dans
différentes conditions nutritionnelles et hormonales, et pour mieux comprendre certaines
adaptations de la fonction estrogénique en réponse a un stimulus d’entrainement en

endurance.

11 convient d’abord de préciser que les conclusions a tirer de I’ensemble des études de cette
thése sont limitées par le modéle expérimental utilisé. En effet, I’interprétation des résultats
obtenus chez le rat doit étre faite avec prudence lorsque vient le temps de les transposer a
I’humain. A cet égard, bien que des analogies puissent étre faites entre le retrait de 1’action
estrogénique par ’ovariectomie et la transition vers la ménopause chez la femme, ces deux
conditions demeurent différentes. Notamment, 1’ovariectomie est un mode de retrait de
’action estrogénique beaucoup plus agressif que ne I’est la péri-ménopause, qui peut
s’échelonner sur plusieurs années (McKinlay et al. 1992). De plus, ’ovaire post-
ménopausé continue de sécréter des androgenes qui stimulent le métabolisme de repos, en
plus de servir de substrats aux aromatases des tissus de 1’organisme pour la production

d’estrogeénes (Labrie 2003).

En ce qui a trait au choix du modéle lui-méme, il aurait été préférable d’imﬁoser une
restriction énergétique aux rates Ovx équivalente a la prise alimentaire des rates intactes
dans I’ensemble des études de la these pour éviter I’effet confondant de I’hyperphagie
résultant de I’Ovx. Enfin, il convient de soulever le fait que la supplémentation estrogénique
que nous avons utilisée a induit des concentrations plasmatiques supra-physiologiques de
I’hormone, sans compter que ce type de supplémentation ne reproduit pas I’action
estrogénique endogene, qui est normalement cyclique. Malgré tout, les résultats que nous

avons obtenus a I’aide du modele Ovx permettent de mieux documenter le phénoméne de la
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stéatose hépatique induite par le retrait de I’action estrogénique.

Puisque les principaux thémes de discussion des études ont été abordés dans les articles
présentés au chapitre précédent, la discussion qui suit sera plutdt consacrée a une svynthése
des éléments de discussion individuels et a la présentation de résultats qui n’ont pas été
rapportés dans les manuscrits. De plus, certaines hy pothéses et spéculations basées sur les
résultats que nous avons obtenus dans les études de la theése seront présentées dans ce

chapitre.

Confirmation de la qualité des ovariectomies

Dans les quatre études de la thése, les ovariectomies que nous avons réalisées ont toutes
entrainé une hyperphagie, une prise de poids corporel et d’adiposité, de méme qu’une
réduction importante de la taille de I’utérus chez les rates soumises a I’intervention. Ces
changements morphologiques ty piquement associ€s a I’ovariectomie ont été rapportés dans
de nombreuses études et conﬁrmeht la qualité des interventions que nous avons réalisées
(Deshaies et al. 1997, Lemieux et al. 2003, Picard et al. 2000, McElroy et Wade 1986, Wade
et al. 1985). De plus, la supplémentation estrogénique a complétement prévenu les
changements induits par I’Ovx, ce qui nous permet d’affirmer que les effets que nous avons

observés chez les rates Ovx étaient dus au déficit estrogénique.

Effet du retrait de I’action estrogénique par I’Ovx sur le développement de la stéatose
hépatique

Les trois premieres études de la thése ont confirmé I’association entre le retrait de I’action
estrogénique et le développement de la stéatose hépatique. Dans tous les caé, I’ovariectomie
a induit une importante accumulation hépatfque de TAG chez les rates Ovx en comparaison
aux rates contrles. Nous avons d’abord caractérisé le développement de la stéatose

hépatique induite par le déficit estrogénique a plus ou moins long terme par une cinétique
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d’infiltration hé patique échelonnée sur trois temps, soit 3, 8 et 13 semaines apres I’Ovx.
Les résultats de cette premiére étude ont montré une accumulation progressive de lipides
dans le parenchyme hépatique des rates Ovx au cours de la période expérimentale de 13
semaines. Par extension, ces observations suggérent que I’accumulation de lipides dans le

foie des femmes post-ménopausées est susceptible d’augmenter au fil des années.

La cinétique d’infiltration que nous avons rapportée chez les rates Ovx differe de celle
décrite par Gauthier et al. (2006) chez des rates intactes soumises a une diéte riche en
lipides. Dans cette étude, le foie a rapidement accumulé une quantité importante de lipides
qu’il a relichés dans le plasma avant de s’infiltrer a nouveau. Ainsi, le patron d’infiltration
lipidique du foie varie en fonction du stimulus d’induction de la stéatose. Il semble que le
foie perde sa capacité a relacher les lipides dans le plasma dans le cas du déficit
estrogénique, faisant de la stéatose hépatique une condition difficilement réversible dans ce

contexte hormonal.

De plus, ce phénomene est séveérement amplifié par I’ingestion d’une diéte riche en lipides.
L’administration aux rates Ovx de la méme diéte lipidique administrée aux rates intactes de
I’étude de Gauthier et al. (2006) a induit une accumulation hépatique de lipides presque
deux fois plus importante. La sévérité de la stéatose hépatique rapportée chez les rates Ovx
soumises a la diéte lipidique nous a amené a supposer que la combinaison d’une diete
lipidique et de I’absence d’un statut estrogénique normal crée un effet synergique sur
I’accumulation hépatique de lipides. Cette hypothése rejoint le modéle de la deuxiéme
atteinte (second hit model) proposé par Day et James (1998) selon lequel le foie stéatosé
devient vulnérable a des agressions contre lesquelles il se défend normalement, ce qui
favorise I’évolution de la stéatose vers des formes plus séveres de lésions hépatiques. Dans
notre étude, le retrait de I’action estrogénique aurait constitué la premiére atteinte et la diéte

riche en lipides, la deuxiéme, expliquant la sévérité de la stéatose hépatique que nous avons
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rapportée dans cette condition. A cet égard, il aurait été intéressant de confirmer la
présence de dommages hépatocytaires par des marqueurs d’inflammation (protéine réactive
C dans le plasma) ou idéalement, par des coupes histologiques destinées a caractériser la
nature de la stéatose hépatique (macro vs microvésiculaire, fibrose), voire méme la présence

d’une stéatohépatite.

Gauthier et al. (2006) ont expliqué I’accumulation lipidique rapide dans les hépatocytes par
I’augmentation des concentrations plasmatiques d’AGNE induite par la diéte riche en
lipides. Toutefois, nous n’avons pas observé une telle augmentation des concentrations
plasmatiques d’AGNE chez les rates Ovx, ce qui est cohérent avec la perte de I’action
lipolytique du tissu adipeux viscéral par le retrait de I’action estrogénique (D’Eon et al.
2005, Giudicelli et al. 1993). Nos résultats suggerent qu’en I’absence d’une augmentation de
la prise des acides gras par le foie, des mécanismes intra-hépatiques sont affectés par le
déficit estrogénique. En ce sens, nous avons montré que l’'imposition d’une restriction
énergétique aux rates Ovx équivalente a la prise alimentaire des rates intactes n’arrive pas a
prévenir complétement I’accumulation hépatique de lipides induite par I’Ovx. La Figure 26
montre que malgré une certaine résorption de la stéatose hépatique par la restriction
énergétique, le degré d’infiltration lipidique du foie demeure significativement supérieur chez
les rates Ovx avec restriction énergétique (OvxPF) que chez les rates intactes. Seule la
supplémentation estrogénique prévient complétement le développement de la stéatose
hépatique chez les rates Ovx tel que présenté dans I’étude 1. Ainsi, le retrait de I’action
estrogénique favorise le développement de la stéatose hépatique indépendamment de la
prise alimentaire, probablement via I’altération de mécanismes intra-hépatiques impliqués

dans la régulation du métablisme lipidique.
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Liver TAG (mg/g)

Figure 26. Effet d’une restriction énergétique chez les rates Ovx équivalente a la prise alimentaire des rates
intactes sur Paccumulation hépatique de TAG. n = 8/groupe. Ovx-PF: groupe Ovx avec restriction
énergétique. *P < 0,05, vs Sham; 'P < 0,05, vs Ovx; "P < 0,05, vs T=3; "P < 0,05, vs T=8. Données non

publiées.
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Effet du retrait de I’action estrogénique par I’Ovx sur les voies hépatiques de synthése
et d’oxydation des lipides
Les résultats des études 2 et 3 ont effectivement permis de confirmer que le retrait de
’action estrogénique affecte les voies hépatiques de synthése et d’oxydation des lipides.
Nous avons d’abord montré que le déficit estrogénique stimule I’expression hépatique de
SREBP-1c et SCD-1, des médiateurs moléculaires de la lipogenése hépatique. Il semble que
cet effet implique une régulation négative de I’expression de SREBP-1c par les estrogénes
via un ERE (D’Eon et al. 2005). Nous avons aussi montré une suppression de ’expression
hépatique de PPARa par I’Ovx, de méme qu’une diminution du taux d’oxydation hépatique

des acides gras dans ce contexte hormonal.

Dans le but d’identifier un mécanisme par lequel le déficit estrogénique conduit a une
diminution du taux d’oxydation hépatique des acides gras, nous avons soumis les rates Ovx
a une infusion systémique de leptine. Nos résultats ont montré que le foie des rates Ovx
semble demeurer sensible a 1’action de la leptine pour stimuler |’oxydation des lipides
contrairement a notre hypothése de départ et contrairement aux observations rapportées
chez les rats males obéses par Huang et al. (2006). Chez les rates Ovx, cet effet s’est traduit
par une tendance vers une diminution du contenu hépatique en TAG. Ces observations sont
d’autant plus surprenantes que l’effet de la leptine sur la stimulation de I’oxydation
hépatique des acides gras n’a pas été observé chez les rates intactes. Etant donné les
similitudes que partagent les estrogénes et la leptine dans leurs effets centraux et dans leur
action anti-stéatotique hépatique, nous avons €émis I’hypothése que ces deux hormones
stimulent les processus oxydatifs via un mécanisme commun, d’ou l’absence d’effet
cumulatif chez les rates intactes. L’AMPK pourrait étre le médiateur par lequel les
estrogenes et la leptine activent les processus oxydatifs hépatiques. Bien que les preuves
soient manquantes au niveau du foie, Minokoshi et al. (2002) ont clairement montré que la

leptine stimule ’oxydation des lipides via I’activation de ’AMPK au niveau du muscle
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squelettique et récemment, D’Eon et al. (2008) ont rapporté que I’estradiol a également
la capacité de phosphoryler I’AMPK sur des myotubes. Ainsi, il se pourrait que I’action de
la leptine se subsitue a celle des estrogénes pour 1’oxydation hépatique des acides gras dans

le contexte du déficit estrogénique.

Pour confirmer d’avantage nos observations, il aurait ét¢ peftinent de mesurer |’effet du
déficit estrogénique sur la densité mitochondriale hépatique. Il est possible que le retrait de
I’action estrogénique entraine une diminution de la densit¢ mitochondriale, ce qui
expliquerait en partie la diminution du taux d’oxydation hépatique des acides gras que nous
avons rapportée chez les rates Ovx. De méme, une mesure du taux de synthése hépatique
des acides gras, a ’aide de la technique d’incorporation du Cy4 aux acides gras par exemple,
aurait confirmé les résultats que nous avons obtenus au niveau moléculaire avec SREBP-1¢
et SCD-1. Cette mesure n’a pas été faite dii a un probléme de faisabilité dans notre
laboratoire. Enfin, une mesure de production des VLDL aurait permis d’avoir un portrait
plus complet des perturbations du métabolisme lipidique hépatique induites par le retrait de
I’action est.rogénique. En effet, certaines observations indiquent que la supplémentation
estrogénique stimule la production de VLDL, ce qui permet de spéculer que cette
production est inhibée dans le contexte du déficit estrogénique (Schaefer et al. 1983,
Thompson et al. 1983). A cet égard, nous avons montré dans I’étude 1 que I’accumulation
de TAG dans le foie des rates Ovx est accompagnée d’une diminution de leurs

concentrations plasmatiques, ce qui va dans le sens de cette hypotheése.

Etant donné I'importance du maintien de ’action estrogénique au niveau du foie pour
assurer I’homéostasie du métabolisme lipidique, étant donné I’effet bénéfique de 1’exercice
sur le métabolisme des lipides et étant donné que 1’entrainement en endurance peut altérer
expression de ER au niveau du muscle squelettique, nous avons investigué 1’effet d’un état

d’entrainement sur I’expression de ER au niveau du foie et du coeur.
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Effet d’un programme d’entrainement en endurance sur I’expression de ER au niveau
du foie et du coeur
Dans la derniére étude de la thése, nous avons montré que I’entrainement en endurance
modifie I’expression de ER au niveau du foie et du coeur. De plus, cette modification est
spécifique au tissu et difféere chez les rates intactes et Ovx. Pour expliquer ces résultats,
nous avons conclu comme Wiik et al. (2005) que certaines adaptations d’entrainement
passaient peut-étre par une modification de la voie estrogénique au niveau du foie et du
coeur. La manipulation de ER a I’aide de composés comme le ICI 182,780, un anti-estrogéne
qui inhibe DPactivation transcriptionnelle de ER, nous aurait permis de vérifier cette
hypothése. Sachant que certains génes sont a la fois la cible de 1’action estrogénique et des
adapatations d’entrainement, le blocage de la voie estrogénique aurait permis de montrer si
ces adaptations d’entrainement sont médiées ou non par I’activation de la voie estrogénique.
A titre d’exemple, la lipase hépatique (HL) est une enzyrﬁe a la fois négativement régulée
par les estrogenes et dont I’activité est réduite chez les athlétes d’endurance, ce qui a comme
conséquence d’augmenter les concentrations de HDL-cholestérol (Bergerc;n et al. 2001,
Jones et al. 2002). Enfin, il serait intéressant d’investiguer si 1’exercice peut activer ER
indépendamment de sa liaison a E,, par la phosphorylation de son domaine fonctionnel AF-
| par exemple. L’identification d’un tel mécanisme permettrait d’explorer la possibilité que
’exercice puisse compenser [|’action estrogénique dans les contextes de déficits

estrogéniques.
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Conclusion
L’ensemble des résultats des études qui composent cette thése montrent clairement que le
retrait de I’action estrogénique affecte les voies hépatiques de synthése et d’oxydation des
lipides, conduisant a la rétention de TAG dans les hépatocytes. Nous avons mis en
évidence que cette conséquence du retrait de 1’action estrogénique ne peut étre uniquement
expliquée par une augmentation de la prise alimentaire. De plus, 1’exercice physique ou
I’état d’entrainement fait partie des facteurs qui influencent I’expression de ER au niveau du
foie et du coeur, ce qui suggére que des adpatations d’entrainement dans ces tissus sont

médiées par la voie estrogénique.

Au-dela des résultats que nous avons obtenus chez la rate Ovx, les observations tirées des
études de la theése soulignent I’importance du maintien de I’action estrogénique au niveau du
foie pour assurer ’homéostasie du métabolisme lipidique. Dans I’ensemble, nos résultats
suggerent que les périodes de transitions hormonales qui impliquent les estrogénes, comme
la ménopause, la puberté ou la grossesse, sont des périodes durant lesquelles les organes
sous influence estrogénique comme le foie sont susceptibles de développer des
perturbations métaboliques importantes. L’induction d’un stress métabolique additionnel,
comme la consommation d’une diéte riche en lipides, serait particuliérement délétére pour le

foie durant ces périodes de transition estrogéniques.
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