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Introduction
1. L’obésité chez ’humain

1.1 Définition et prévalence de I'obésité

Le surpoids et I'obésité sont définis par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS)
comme une accumulation anormale, voire excessive, de graisse pouvant entrainer
un risque pour la santé (1). L’indice de masse corporelle (IMC) est un outil
frequemment utilisé pour estimer le niveau d’obésité par les professionnels de la
santé. Cet indice est obtenu en divisant la masse en kilogrammes par la taille en
meétres au carré (2). Le surplus de poids est défini par un IMC supérieur ou égal a
25 kg/m?, alors que I'obésité est caractérisée par un IMC supérieur ou égal & 30
kg/m?. Plusieurs organismes tels que 'OMS et le National Institute of Health (NIH)

reconnaissent maintenant I'obésité comme une maladie chronique (1, 3).

L’Enquéte Canadienne sur les Mesures de la Santé (ECMS) a été réalisée de
2007 a 2009 sur approximativement 5 600 Canadiens agés de 6 a 79 ans (4).
Selon cette enquéte, 25% des adultes canadiens étaient obéses en 2008, selon
une taille et un poids mesurés durant 'enquéte (4). De plus, prés de 60% des
adultes canadiens étaient au moins en surplus de poids selon ces mémes mesures
(4). Selon 'ECMS, les colts directs (exemple : frais de soins hospitaliers) ou
indirects (exemple : perte économique due a une mort prématurée ou a une
invalidité) s’élevent jusqu’a 4,6 milliards de dollars par année au Canada (4). Ainsi,
d'un point de vue économique et de santé populationnelle, il est crucial de
s’enquerir de la physiopathologie de [I'obésité et de ses complications
meétaboliques.

1.2 Distribution des graisses

1.2.1 Classification des tissus adipeux

L’accumulation de graisse corporelle ne peut étre considérée comme un élément
homogene : en effet, le tissu adipeux est segmenté en différents dépobts ayant des
conséquences différentes sur la santé et le métabolisme individuel. Les différents



dépdts ont été systématiquement classés par Shen et collaborateurs (5), qui les
ont divisés en deux grandes catégories : le dépot sous-cutané et interne. Selon
cette classification, le dép6t sous-cutané se définit comme étant la couche de tissu
adipeux superficiel, située entre le derme épidermique et les aponévroses ou le
fascia musculaire (5). Le tissu adipeux interne peut étre secondairement sous-
classé en tissu adipeux viscéral et non viscéral (5). Il est la somme de 3 dépbts,
représentant les 3 cavités abdominales: soit le dépdt intrathoracique,
intraabdominal et intrapelvique (5). Bien que l'inclusion ou I'exclusion des différents
déplts varient selon les études, la combinaison des dépbts intrabdominal et
intrapelvique est généralement la plus souvent utilisée par les chercheurs pour

mesurer 'accumulation de graisse viscérale chez I'humain (5).

Poids corporel: 65.0 kg
Hauteur: 157 cm

IMC: 26.4 kg/m?

Tour de taille: 97.3 cm
Masse grasse totale: 27.6 kg

Poids corporel: 70.5 kg
Hauteur: 161 ecm

IMC: 27.2 kg/m?

Tour de taille: 100 cm

Masse grasse totale: 27.5 kg

Aire de tissu adipeux viscéral
130 cm?

Aire de tissu adipeux viscéral
48 cm?

Figure 1: Différence des aires de tissus adipeux mesurée par
tomodensitométrie (TDM) a la région des vertébres L4-L5 chez deux
individus différents montrant une masse grasse totale semblable. Figure tirée
de Tchernof et collaborateurs (6).

1.2.2 Considérations méthodologiques

Plusieurs techniques d’estimation de distribution des graisses sont décrites dans la
littérature. Le ratio taille’/hanche (RTH) ou la circonférence de la taille (CT) sont
couramment utilisés afin d’estimer le degré d’obésité abdominale (7). lls sont peu
dispendieux, demandent peu d’expertise et peuvent étre employés dans de grands
échantillons de population (7). Cependant, ils ne permettent pas de différencier le
dépdt sous-cutané abdominal du dépét viscéral.

Certaines techniques d’'imagerie ont permis d’estimer plus précisément ou de
mesurer directement la proportion des deux dépdts de tissu adipeux au niveau
abdominal. Les techniques existantes permettant de faire ce type de mesures sont
la tomodensitométrie (TDM), l'imagerie par résonance magnétique (IRM),
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'absorptiométrie biphotonique a rayons X (DXA) et, moins couramment, les
techniques d'imagerie par ultrasons (échographie) (6). La TDM et 'IRM sont
considérées comme deux méthodes précises, mais les experts ne s’entendent pas
sur laquelle des deux est la meilleure. Néanmoins, la TDM est considérée comme
une bonne méthode d’estimation du dépét viscéral et sous-cutané (8, 9) en plus
d’étre largement utilisée dans la littérature (9). De plus, la TDM améne une erreur
inter-observateurs moindre que 'IRM (10). La TDM est cependant critiquée, car
elle expose les participants a certaines doses de radiations, ce qui limite le nombre
de mesures pouvant étre effectuées (7). Certains investigateurs ont observé des
résultats similaires entre les images obtenues par TDM et par IRM, suggérant que
cette derniére technique est un bon remplacement de la TDM (11-13). Par contre,
une surestimation du dépdt viscéral par IRM a été constatée (12, 13). En somme,
la grande variété de méthodes de mesures peut expliquer certaines disparités

dans la recherche sur les différents dépots adipeux.

La proportion de chaque dépdét est variable de maniere interindividuelle et
intrasexuelle. De plus, celle-ci affecte différemment le risque de développement de
maladies cardiométaboliques. La prochaine section portera donc sur ces deux

éléments intrinséquement reliés.

1.3 Dimorphisme sexuel chez I’lhumain

La composition corporelle et les changements associés au vieilissement sont
difféerents entre les hommes et les femmes. Notamment, les femmes sont
généralement caractérisées par une plus grande accumulation de gras corporel
total que les hommes (14). Par ailleurs, les hommes sont généralement constitués
d’'une plus grande quantité de masse maigre, plus précisément une plus grande

masse musculaire et osseuse (14).

Jean Vague fut le premier investigateur ayant invoqué la présence d’un
dimorphisme sexuel dans la distribution des graisses chez I'humain (15). Ce
dernier a observé deux patrons de distribution distincts, associé a un risque

différent de développer des maladies métaboliques (15). Selon ces travaux, le



patron de distribution de type gynoide est caractérisé par une accumulation
préférentielle de tissu adipeux au niveau des hanches et des cuisses (15). Ce profil
de distribution, généralement associé a I'obésité féminine, est considéré protecteur
contre le développement de maladie chronique, pour une valeur d’adiposité
donnée (15). Le second profil, dit androide, est défini comme une accumulation au
niveau abdominal (15). Ce patron de distribution de masse grasse est davantage
observé chez les hommes et est associé a un risque accru de développer un
diabéte de type Il ou des maladies cardiovasculaires (15). Cependant, il existe une
trés grande diversité interindividuelle dans I'accumulation de tissu adipeux viscéral,
et ce pour une méme quantité de gras corporel totale (16). Ainsi, bien que 'on
observe plus fréquemment I'obésité viscérale chez 'homme, celle-ci peut tout de

méme étre présente chez la femme (9).

Ce dimorphisme sexuel tend a évoluer suite a la ménopause. En effet, une
augmentation modeste du tissu adipeux total ainsi qu’une redistribution des
graisses vers une accumulation préférentielle au niveau viscéral est observée chez
les femmes ménopausées (17-19). Les femmes, souffrant moins de maladies
chroniques avant la ménopause, deviennent progressivement aussi susceptibles
que les hommes a développer ce type de pathologie aprés la ménopause (20). Ce
phénomeéne sera discuté davantage dans les sections 2 et 3 de ce mémoire.

Les travaux réalisés par le Dr. Jean Vague ont mené a la réalisation d’'une
multitude de recherches concernant 'accumulation de gras abdominal. Ces études
ont confirmé que [l'obésité viscérale est associée a plusieurs dysfonctions
métaboliques pouvant avoir des répercussions systémiques importantes, ainsi qu’a
'apparition de maladies chroniques (21, 22). De nombreux chercheurs ont étudié
limpact de l'accumulation de gras viscéral sur divers paramétres de santé

cardiométaboliques. La prochaine section portera sur cet aspect.



1.3.1 L'obésité viscérale

Physiopathologie générale

Il existe plusieurs hypothéses sur les mécanismes de la détérioration du
métabolisme associée a un accroissement d’adiposité viscérale (9). La premiéere
concerne le métabolisme particulier du tissu adipeux viscéral, plus hyperlipolytique
que le tissu sous-cutané. Cette caractéristique particuliere entrainerait une
augmentation des acides gras libres circulants, engendrant une surexposition du
foie a ceux-ci, une détérioration du profil lipidique ainsi qu'une hyperinsulinémie. La
seconde hypothése concerne le profil pro-inflammatoire du tissu adipeux viscéral,
caractérisé par une augmentation de [linfiltration des macrophages et une
augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires, ce qui produirait
une augmentation de la résistance a linsuline. La derniére hypothése est que
'augmentation du tissu adipeux viscéral résulte d’'une incapacité du tissu adipeux
sous-cutané a accumuler les lipides, ce qui causerait une accumulation ectopique
des acides gras dans les organes tels que le foie, le pancréas, les muscles, le

ceeur, les reins, ainsi que dans la caviteé viscérale.

Un phénoméne étudié par plusieurs équipes de recherche est la dysfonction du
tissu adipeux. Un des éléments-clés de ce phénoméne est I'hypertrophie
adipocytaire. |l a été démontré a plusieurs reprises que la taille adipocytaire des
divers dépdbts adipeux augmente en fonction du degré d’obésité et atteint un
plateau & des valeurs d’IMC supérieures a 30 kg/m? est positivement corrélée a
l'obésité et a la masse grasse (23-27). Cette relation curvilinéaire suggére que
I'expansion du tissu adipeux, pour se poursuivre une fois la taille maximale des
adipocytes atteinte, nécessite le recrutement de nouveaux adipocytes. Le tissu
adipeux peut prendre de lI'expansion par hyperplasie, soit la capacité de se
développer en augmentant son nombre de cellules adipeuses, ou par hypertrophie,
soit 'augmentation de la taille de ces cellules. Il a été observé que le tissu adipeux
viscéral, contrairement au tissu adipeux sous-cutané, prend de ['expansion
préférentiellement par hypertrophie, du moins chez la femme (28). Il a été
démontré que I'hypertrophie des adipocytes, contrairement a I'’hyperplasie de



ceux-ci, est un facteur prédictif des complications métaboliques reliées a I'obésité
(24, 27, 29). Cependant, la relation directe entre la taille adipocytaire et I'altération
de parameétres meétaboliques est toujours équivoque, cette disparité probablement
causée par le manque de linéarité dans la relation entre la taille adipocytaire et la
masse grasse (29).

Un patron adipocytaire hypertrophique a été associé a plusieurs altérations dans la
fonction du tissu adipeux (30-32). L’infiltration de macrophages pro-inflammatoires
est un facteur important de la dysfonction du tissu adipeux, étant corrélée
positivement avec I'IMC, la masse grasse et I'hypertrophie adipocytaire (33-35). Un
remodelage du tissu adipeux est aussi observé dans un contexte d'obésite,
caractérisé par un débalancement entre la synthése et la dégradation du collagéne
extracellulaire (36). La résultante de ce phénoméne est I'accumulation de
collagéne péricellulaire, ce phénoméne étant relié a l'altération de paramétres
métaboliques (37). De maniére intéressante, il a aussi été observé que
'oxygénation des tissus est diminuée chez les personnes obéses (38). Cette
hypoxie, recréée dans des études in vitro a I'aide d’adipocytes de souris, est
associée a 'augmentation de I'expression de plusieurs marqueurs inflammatoires
et marqueurs de remodelage tissulaire tels les métalloprotéases matricielles
(MPPs) (MPP2 et MPP9), le facteur de croissance de I'endothélium vasculaire
(VEGF) et l'interleukine 6 (IL-6) (39, 40). De méme, une surexpression de deux
cytokines pro-inflammatoires, le nuclear factor Kappa-B (NF-kB) et le facteur de
nécrose tumorale alpha (TNF-a), a été observée a plusieurs reprises dans les
adipocytes hypertrophiques, et ce, de maniére indépendante de I'IMC (29). De
maniére intéressante, il a aussi été observé que le traitement de cellules
endothéliales a un milieu de culture exposé a des adipocytes entraine une
hypersécrétion de cytokines pro-inflammatoires, telles que IL-6, l'interleukine 8 (IL-
8) et le monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) (41). Récemment, une revue
de littérature sur l'impact de la chirurgie bariatrique sur l'inflammation du tissu
adipeux montre une diminution de plusieurs cytokines pro-inflammatoires, autant
dans le plasma que dans le tissu adipeux sous-cutané (42). Ce constat émerge de

la synthése d’un trés grand nombre d’études rétrospectives et/ou longitudinales qui
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ont été publiées a ce sujet (42). Globalement, plusieurs altérations métaboliques
sont observées dans le tissu adipeux dans un contexte d’obésité et d’hypertrophie
adipocytaire. Cependant, les mécanismes exacts de cette physiopathologie sont

toujours a élucider.
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Figure 2: Différence morphologique entre un tissu adipeux sain
hyperplasique (gauche) et un tissu adipeux hypertrophique (droite). Figure
tirée de Choe et collaborateurs (32).

La prochaine section portera sur les conséquences de I'excés d’adiposité viscérale
sur l'altération de différents paramétres métaboliques ainsi que sur I'apparition ou

I'aggravation de maladies chroniques.

Résistance a l'insuline

Tel que mentionné précédemment, 'une des premieres découvertes concernant
'obésité viscérale est que I'accumulation de type androide est associée a une

augmentation du risque de développer une hyperglycémie (15). Plusieurs années



plus tard, une équipe de chercheurs de I'Université de Gothenburg ont montré que
le RTH et la CT, sont les seules mesures anthropométriques prédictrices du risque
de développer le diabéte de type Il lorsque 'IMC est inclus dans le modéle (43).
Depuis l'arrivée des techniques d’imagerie (voir section 1.2.2), plusieurs études ont
démontré que l'aire de tissu adipeux viscéral est associée a l'intolérance au
glucose (44-46). Notamment, une élégante étude réalisée par Pascot et
collaborateurs (44) démontre que les hommes intolérants au glucose sont plus
susceptibles (86,4% contre 41,6%) d’avoir une aire de tissu adipeux viscéral

élevée, contrairement aux normotolérants.

Plusieurs études ont mis en lumiére les mécanismes sous-jacents a ce
phénoméne (47). Quelques-uns de ces mécanismes seront présentés ci-dessous.
L’accumulation de lipides dans les tissus périphériques est un élément important
du développement de la résistance a linsuline, notamment en augmentant
'apoptose des cellules béta du pancréas (48). Il a aussi été proposé que
I'hypertrophie adipocytaire est un facteur de risque indépendant de développer le
diabéte de type Il, bien que 'association entre la taille adipocytaire viscérale et la
résistance a l'insuline demeure équivoque (29). La réduction de I'expression de
GLUT4, observée dans les adipocytes hypertrophiés (49), a été associée a une
augmentation de la résistance a I'insuline (50). Il a été observé que 'augmentation
de macrophages dans le tissu adipeux bloque le signal de linsuline dans les
adipocytes en diminuant I'expression du transporteur de glucose 4 (GLUT4) et de
I'insulin receptor substrate 1 (IRS-1) (51). La retinol binding protein 4 (RBP4), plus
exprimé dans le tissu adipeux viscéral que sous-cutané (52), a été identifie comme
biomarqueur de résistance a linsuline (53). Il entrainerait une résistance a
l'insuline par l'activation du systéeme immunitaire inné et adaptatif, ainsi que par
laugmentation de sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (54, 55). Plusieurs
voies meécanistiques semblent expliquer l'association entre la résistance a

l'insuline, la dysfonction adipeuse et I'accumulation viscérale.



Dyslipidémie

L’impact de I'accumulation de graisse viscérale sur le métabolisme lipidique a été
étudié de maniere extensive. Notamment, une hypertriglycéridémie ainsi qu'une
diminution de la concentration de lipoprotéines a haute densité (HDL) sont deux
altérations du profil lipidique fréquemment rapporté dans la littérature (9, 56). Un
enrichissement en triglycérides dans les lipoprotéines ainsi qu’'une augmentation
des HDL et des lipoprotéines a faible densité (LDL) petites et denses sont aussi
observés (9, 56).

Le mécanisme sous-jacent aux altérations du métabolisme des lipides en présence
d’obésité viscérale est un phénoméne qui a été examiné par plusieurs équipes de
chercheurs. Notamment, la concentration élevée d'acides gras libres (AGL)
circulants en présence d’obésité (47) entraine une augmentation des lipoprotéines
a tres faible densité (VLDL) enrichies en triglycérides produites par le foie (57).
Ces VLDL enrichies entrainent I'’échange de molécules de triglycérides contre des
esters de cholestérols dans les LDL et les HDL (9). Ceux-ci deviennent de bons
substrats pour la lipase hépatique (LH), ce qui forme des HDL et LDL petites et
denses (58). Ces HDL sont plus rapidement métabolisées par 'organisme, ce qui
explique la concentration faible des HDL plasmatiques (59). Ces altérations du
profil lipidique sont des facteurs bien connus de l'augmentation du risque de
maladies cardiovasculaires (60).

Hypertension

L’association positive entre l'obésité totale et I'hypertension artérielle est un
phénoméne bien connu (61). Certaines études ont maintenant démontré que
'obésité viscérale a un impact plus important sur I'’hypertension que l'obésité
totale. La CT est associée plus fortement a la pression artérielle systolique et
diastolique que I'lMC (62, 63). Hayashi et collaborateurs ont aussi observé que les

personnes se retrouvant dans les tertiles les plus élevés de gras viscéral ont un



risque augmenté de souffrir d’hypertension, cette relation étant indépendante du

degré d’obésité totale (64).

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer ce phénomeéne. Une étude
intéressante réalisée a l'aide de la cohorte de Framingham a démontré qu’'une
augmentation de 'accumulation de gras dans le sinus rénal augmente le facteur de
risque de développer de I'hypertension (65). Ainsi, une altération mécanistique
causée par I'accumulation ectopique de gras pourrait expliquer la relation entre
'accumulation viscérale et 'augmentation de la pression artérielle. Un autre
mécanisme potentiel est I'altération du systéme rénine-angiotensine-aldostérone,
un phénomene observé chez des rats atteints du syndrome métabolique (66). De
méme, I'obésité entraine des altérations structurales dans le rein (67). Ce dernier
phénomeéne sera discuté plus en détail dans la section « insuffisance rénale » de

ce mémoire.

Syndrome Métabolique

Le syndrome métabolique a attiré l'attention de nombreux chercheurs et
professionnels de la santé pour son impact important sur le développement de
maladies chroniques, comme les maladies cardiovasculaires (68). Ce syndrome se
caractérise par la présence de multiples facteurs de risque cardiométaboliques
chez un méme individu (68). Le rapport du National Cholesterol Education
Program (NCEP) apparu en 2002 définit ce syndrome comme la présence de 3

des 5 facteurs présenté au Tableau 1 (présenté a la page suivante).

L’obésité viscérale semble ainsi un élément-clé dans le développement des
complications cardiométaboliques, puisqu’elle a un impact négatif sur plusieurs
parametres meétaboliques, tel que décrit précédemment. L'impact de l'obésité
viscérale sur ces facteurs de risque cardiométabolique a des répercussions sur le
développement de maladies chroniques. Les prochaines sections évoqueront la
physiopathologie sous-jacente de I'obésité viscérale.
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Facteur de risque Valeur seuil
Obésité abdominale Tour de taille
Homme >102 cm
Femme > 88 cm
Triglycérides > 1,7 mmol/L
Cholestérol HDL

Homme < 1,0 mmol/L
Femme < 1,3 mmol/L
Pression artérielle > 130/85 mm Hg
Glucose a jeun > 6,1 mmol/L

Tableau 1: Composantes du syndrome métabolique, adapté du rapport du NCEP
(68)

Maladies cardiovasculaires

Comme il a été discuté precédemment, une relation positive entre les altérations
du profil lipidique et I'obésité viscérale est bien documentée. Ainsi, un impact
négatif de 'accumulation adipeuse au niveau abdominal sur le risque de maladies
cardiovasculaires est facilement envisageable. Cette relation a été démontrée a
plusieurs reprises. Une des premiéres études sur la morphologie du tissu adipeux
réalisée par I'Université de Gothenberg a d’ailleurs observé une relation positive
entre le RTH et le risque d’infarctus et de maladies cardiaques ischémiques (69).
Une étude prospective sur 12 ans chez les femmes montre des résultats similaires
(70). Dagenais et collaborateurs ont aussi observé une augmentation du risque
d’infarctus du myocarde et de mort cardiovasculaire avec une augmentation du
RTH et de la CT, indépendamment de I'IMC (71). Dans une étude prospective
longitudinale sur une moyenne de 10 ans, les participants en surplus de poids
souffrant du syndrome métabolique étaient plus a risque de mortalité
cardiovasculaire que ceux n’en souffrant pas (72). Lee et collaborateurs observent
également que le changement du volume de gras viscéral mesuré par CT sur 6
ans était positivement corrélé a 'augmentation de facteurs de risque de maladies
cardiovasculaires (73). Ainsi, la relation positive entre le risque cardiovasculaire et

I'obésité abdominale est bien documentée.
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Insuffisance rénale

Les maladies rénales chroniques, pouvant mener a linsuffisance rénale, sont
généralement associées au diabete de type Il et a I'hypertension artérielle, ceux-ci
étant les causes les plus importantes de cette pathologie (74). Par contre, 'obésité
est associée a certains marqueurs de détérioration rénale, comme une
augmentation du débit de filtration glomérulaire ou une hypertrophie glomérulaire
(67). Plusieurs mécanismes potentiels expliquant ce phénoméne ont été rapportés,
tels que la rétention hydrosodée, I'hyperactivité du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone et du systeme nerveux sympathique ainsi que l'augmentation des
médiateurs chimiques pro-inflammatoires (67). Ainsi, plusieurs éléments
aggravants de la perte de fonction rénale pointent vers un effet de I'exces
d’adiposité viscérale. En effet, plusieurs études ont rapporté des associations entre
le syndrome métabolique et ses composantes avec l'insuffisance rénale chronique
(75). Parmi celles-ci, une étude prospective de 10 ans conclut que le risque de
développer une insuffisance rénale chronique est de 38% plus élevé chez les
participants présentant le syndrome métabolique que ceux ne le présentant pas
(76). Comme peu de données sont disponibles sur ce sujet, des études
supplémentaires semblent nécessaires pour démontrer le lien direct entre

I'accumulation de gras viscéral et I'incidence de maladies rénales.

Cancer

La relation entre plusieurs types de cancers et I'obésité est bien démontrée (77).
L’accumulation de tissu adipeux au niveau viscéral a été associée a une
augmentation du risque de développer certains types de cancers, de maniére
indépendante du gras corporel total (9). Ainsi, 'association entre 'obésité viscérale
et le cancer colorectal est bien démontrée (78, 79). L’obésité viscérale a aussi été
associé au cancer de la prostate (80) et oesophagique (81). Une méta-analyse
réalisée par Chen et collaborateurs (82) a quantifié 'impact de I'adiposité centrale
sur le risque du cancer du sein chez les femmes avant ou aprés la ménopause.
Selon cette méta-analyse, la CT et le RTH seraient positivement liés au risque de
développer un cancer du sein chez les femmes ménopausées [risque relatif (RR) :
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1,06; intervalles de confiance de 95% (IC) : 1,04-1,09], alors que cet impact n’est
pas observé chez les femmes préménopausées (82). De maniére intéressante, la
relation entre la CT et le risque de cancer devient significative, autant chez les
femmes pré (RR: 1,09; 95%Cl: 1,02 — 1,16) et postménopausée (RR: 1,05;
95%Cl : 1,02 — 1,08) lorsque seules les études ayant ajusté pour I'IMC sont
incluses dans les analyses (82). Cette relation n’est pas observée avec le RTH. Le
cancer du sein étant un cancer hormono-dépendant, la relation entre I'adiposité et

les hormones sexuelles peut jouer un rdle dans cette pathologie.

Beaucoup d’autres problémes de santé relies a l'obésité ont évidemment été
documentés, dont I'apnée du sommeil, les problémes reproductifs ou les déficits
d’hormone de croissance (9). L’étude de la distribution des graisses est essentielle
a la comprehension approfondie de ces situations pathologiques. . Ces différents
constats concernant le dimorphisme sexuel de la distribution des graisses chez
I'humain, ainsi que le changement de patron de distribution suite a la ménopause,
ont amené I'hypothése que les stéroides circulants peuvent avoir un impact
important sur 'accumulation des graisses, ainsi que sa distribution. La prochaine
section portera sur I'impact des estrogenes circulants, endogénes ou exogénes,
sur l'accumulation de gras corporel, la distribution des graisses et le
développement de maladies métaboliques chroniques.

2. Estrogenes circulants chez I’lhumain

Les estrogénes sont une classe hormonale stéroidienne principalement sécrétée
par les ovaires et typiquement associée a la reproduction et aux développements
des caractéristiques secondaires sexuelles féminines (83). Par ailleurs, ces
hormones jouent un tres grand réle dans le développement et le métabolisme chez
la femme tout au long de la vie, autant a la ménarche qu’a la transition vers la
ménopause. La présence des récepteurs des estrogénes (ER) a et B dans
plusieurs tissus peériphériques tels que les os, le cerveau et les glandes surrénales

(84) laisse présager un plus grand réle de ces hormones dans I'homéostasie
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corporelle. Par ailleurs, les estrogénes sont déja reconnus pour leur impact

important dans certains types de cancers (85).

L’estradiol (E2) est I'estrogéne le plus biologiquement actif et le plus important
pour le métabolisme féminin (83). L’estrone (E1) et I'estriol (E3) sont deux autres
estrogénes abondants, mais beaucoup moins actifs biologiquement que I'E2 (83).
L’estrone-sulfate (E1-S) est, quant a Ilui, 'un des principaux métabolites
estrogéniques (86), mais il sert aussi de réservoir et peut donc étre converti en E1
ou en E2 (83).

Les estrogénes ne circulent pas librement dans le systéme circulatoire. En effet, la
majorité de ceux-ci sont transportés grace a la globuline liant les hormones
sexuelles (SHBG) et l'albumine (87). Ainsi, la fraction dite «libre » d’'E2 fait
référence a la concentration plasmatique non liée du stéroide, alors que la fraction
« biodisponible » représente la fraction libre et jointe a I'albumine, celle-ci étant liée
faiblement a la protéine et pouvant donc étre utilisée par les cellules (87). Il a été
estimé que 78% de I'E2 est liée a I'albumine et 20% a la SHBG chez 'homme (88).

Ces concentrations sont de 60% et 37% respectivement chez la femme (88).

2.1 Estrogénes circulants chez la femme

Tel que mentionné précédemment, les estrogenes ont un impact important sur
’lhoméostasie meétabolique et reproductrice chez la femme. Les prochaines
sections porteront sur I'impact des taux d’estrogénes circulants chez la femme et
leur adiposité, selon I'étape de vie.

2.1.1 Estrogénes et adiposité - femmes préménopausées

La période reproductrice chez la femme est caractérisée par un changement
cyclique de la concentration plasmatique d’estrogenes. La concentration
d’estrogénes circulants est donc grandement influencée par la phase du cycle
menstruel. Le taux d’estrogénes plasmatique est généralement mesuré durant la
phase folliculaire, cette phase se distinguant par une concentration circulante d’E2

plus basse et plus stable. Néanmoins, trés peu d’études portent sur I'impact des
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estrogenes, particulierement I'E2, sur la distribution et 'accumulation des graisses

chez la femme préménopauseée.

Parmi les quelques études existantes, une corrélation négative entre le niveau
d’E2 circulant a la phase folliculaire et I'adiposité a été observée (89, 90). Une
étude réalisée chez un sous-groupe de la Nurse Health Study Il rapporte ainsi une
relation inverse entre I'IMC et 'E2 total mesuré pendant les phases lutéale et
folliculaire du cycle menstruel (89). Cette association n’a pas été observée avec la
CT, ni avec I'E2 libre (89). Des résultats similaires sont rapportés par Freeman et
collaborateurs, la concentration plasmatique d’E2 étant négativement associée a
'IMC, la CT et le RTH chez les femmes préménopausées (90). Cependant, une
étude réalisée sur 239 femmes pendant 2 cycles menstruels complets montre
qu’'une adiposité totale estimée par IMC est associée a un plus faible taux d’E2
biodisponible (91). Par contre, une plus grande adiposité centrale estimée par DXA

est associée a un taux plus élevé d’E2 total (91).

En somme, des études supplémentaires sont nécessaires afin d’établir une relation
définitive entre le taux d’estrogenes circulants et I'adiposité chez la femme
prémeénopausée. Ces études sont toutefois difficiles a réaliser, car il est important

de prendre en considération le moment du cycle menstruel.

2.1.2 Changements hormonaux associés a la ménopause

La ménopause est associée a un changement important au niveau hormonal. Les
ovaires, I'organe sécrétoire d’estrogénes le plus important chez la femme fertile,
cesse la sécrétion d’'E2 (83). La fraction circulante d’E2 est donc générée par
conversion enzymatique dans les tissus périphériques (92). Ce processus forme la
majorité des estrogénes circulants aprés la ménopause (93). La présence de
plusieurs enzymes de conversion stéroidienne dans le tissu adipeux (94) laisse
présager un rble important de celui-ci dans la génération d’estrogénes chez la
femme ménopausée. En effet, la conversion de I'androsténedione (A4) en E1 dans
le tissu adipeux par une enzyme appelée 'aromatase est un phénoméne connu

depuis de nombreuses années (95).
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Puisque le changement de milieu hormonal aprés la ménopause est important et
qu’il existe paralléelement une redistribution des graisses au niveau abdominal (voir
section 1.3, Dimorphisme sexuel chez 'humain), la relation hormones-adiposité est
susceptible de changer. La prochaine section portera sur la relation entre les

estrogenes circulants et I'adiposité chez la femme ménopausée.

2.1.3 Estrogénes endogénes chez la femme ménopausée

Certains chercheurs ont tenté d'observer la relation entre le taux d'estrogénes,
particulierement I'E2, et I'adiposité chez la femme ménopausée. Plusieurs études
observent une association négative entre le taux d’estrogénes circulant (E2, E1 et
parfois E1-S) et I'adiposité estimée par I'lMC (90, 96-100) ou par plis cutanés
(101). Des corrélations positives ont aussi été observées entre E2, E1 et E1-S
avec l'adiposité centrale, périphérique et totale mesurée par DXA (98). Tanko et
collaborateurs (102) ont observé que les femmes ménopausées ayant une
accumulation de graisse au niveau abdominal estimée par DXA ont un taux
circulant d’E2 total ou biodisponible plus élevé que les femmes ayant une adiposité
généralisée ou périphérique, et ce, en ajustant pour le gras corporel total. Tous ces
chercheurs ont mesuré les estrogénes plasmatiques par dosage radio-
immunologique (RIA) sauf Tankd et collaborateurs (102), qui ont utilisé
limmunoessai par électrochimiluminescence (ECLIA). Par ailleurs, une réanalyse
effectuée a I'aide des données récoltées de 9 études différentes sur le cancer du
sein observe une augmentation importante des concentrations d’estrogénes dans
les catégories plus élevées d’'IMC (103). Mongraw-Chaffin et collaborateurs (104)
ont étudié les différences entre les quintiles d’E2 circulant et les aires de tissus
adipeux viscérale et sous-cutanée mesurées par TDM. Une augmentation des
deux mesures d’aires est observée avec une augmentation du quintile d’E2 (104).
Le manque d’études utilisant des méthodes précises de mesure d’adiposité telles
que la TDM ou I'IRM limite les conclusions possibles sur les estrogénes circulants
endogenes et I'adiposité chez la femme ménopausée.

Les études longitudinales portant sur la perte de poids montrent des résultats
discordants. Une sous-analyse réalisée a partir d’'un essai clinique d’intervention
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de perte de poids (moyenne de 7,7 kg sur 6 mois) incluant 278 femmes
ménopausées montre une diminution de I'E2 total (-9,9%), de I'E2 libre (-13.4%) et
de I'E1 (-5,7%) (105). Le pourcentage de diminution de 'E2 et I'E1 est de 1.6% et
1% par kilogramme de poids perdu, respectivement (105). Une étude récente
réalisée par Kim et collaborateurs (106) porte sur les changements de
concentration plasmatique de plusieurs stéroides lors d’'un programme de perte de
poids d’'un an chez 555 diabétiques. Chez les femmes ménopausées (n=131), une
association négative a été observée entre le changement d’aire de tissu adipeux
sous-cutané et 'E1 plasmatique. Cette relation n’a pas été observée avec l'aire de
tissu adipeux viscéral ni avec 'E2. Ces résultats s’expliquent probablement par le
fait que c’est la masse totale de tissu adipeux, plutét qu'un dépdbt spéecifique, qui
influence les taux estrogéniques plasmatiques. Comme les femmes accumulent
préférentiellement au niveau sous-cutané (voir section 1.3), seule la variation de ce
dépbét semble affecter le taux d’E1 plasmatique dans cette étude. Le manque
d’association entre la variation de la masse adipeuse et E2 pourrait s’expliquer par
le fait que les taux circulant d’E2 sont beaucoup moins élevés que ceux d’E1, ce

qui rend beaucoup plus difficile la détection de cette association.

La mesure des estrogénes plasmatiques demeure un défi chez les populations
avec de faibles taux circulants, telles que les hommes, les personnes prenant des
inhibiteurs de I'aromatase, les enfants et les femmes ménopausées (107). Par
ailleurs, selon un consensus du conseil de la Société d’endocrinologie (Endocrine
Society), les conclusions tirées des études réalisées sur ces populations sont
limitées par la pauvre qualité et la variabilité des techniques de mesure utilisées
(107). Ainsi, la chromatographie en phase gazeuse couplée a la spectrométrie de
masse est reconnue comme une méthode précise (108). Elle a cependant été
largement remplacée par la chromatographie en phase liquide couplée a la

spectromeétrie de masse en tandem (109-111).

La section précédente portait sur la concentration d'estrogénes endogénes.
Cependant, la thérapie de remplacement hormonal peut générer des résultats

différents, dus au mode d’administration ainsi qu’aux types et aux doses
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d’estrogénes utilisées. La prochaine section portera sur les études cliniques
évaluant I'impact de la thérapie de remplacement hormonal sur I'adiposité chez la

femme.

2.1.4 Thérapie de remplacement hormonal

L’effet de la thérapie de remplacement hormonal sur l'adiposité de la femme
ménopausée semble différer de celles des estrogénes endogénes. En effet, les
études cliniques n’ont observé aucun effet (112, 113) ou une diminution de la
masse grasse (114) mesurée par DXA. Par ailleurs, une revue systématique
portant sur 38 essais randomisé-contrélés a conclu qu’aucune différence de gain
de poids n’est observée entre les femmes prenant la thérapie de remplacement
hormonal et celles prenant le placébo (différence moyenne de poids : 0,03 kg; 95%
Cl:-0,61 a 0,67) (115). Cette analyse regroupe les essais cliniques des traitements
aux estrogenes, a la progestérone ou combinés, administrés pendant un minimum
de 3 mois dans un groupe de femmes péri ou postménopausées (115).
Cependant, une meéta-analyse publiée en 2006 a conclu que la thérapie de
remplacement hormonal réduit significativement le tour de taille (-0,8%; CI : -1,2%
a -0,4%) ainsi que le gras abdominal (-6,8%; Cl :-11,8% a -1,9%) (116). Malgré les
différents types d’estrogénes, la durée et le mode d’administration, il est
généralement démontré que le supplément d’estrogénes exogénes chez la femme

ménopausée entraine une diminution ou n’a aucun effet sur la masse adipeuse.

2.3 Estrogénes et métabolisme

Certaines recherches réalisées in vitro et in vivo ont examiné l'impact des
estrogenes sur plusieurs paramétres métaboliques, dont la résistance a l'insuline.
L’'impact des estrogenes sur différents tissus est généré par la liaison de ’'hormone
a ses recepteurs, ERa ou ERp, présent généralement dans le noyau cellulaire
lorsque lié a I'hormone (84). De méme, certains effets non génomiques, beaucoup
plus rapides, sont obtenus par la liaison des estrogénes a une sous-population de
ERa ou ERP présente sur la membrane cellulaire, ainsi qu’au récepteur
estrogénique couplé a la protéine G 1 (GPER) (117). La présence de ces
récepteurs dans différents tissus ainsi que leurs roles parfois antagonistes (118)
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complexifient les interactions observées entre ces stéroides et certains paramétres
meétaboliques. Cette section présentera les principaux travaux effectués sur ce

sujet, qui sont majoritairement réalisés sur 'E2.

2.3.1 Prise alimentaire et gain de masse grasse

Des études démontrent que I'ovariectomie chez le rat entraine une hyperphagie et
une prise de poids, ce phénoméne étant renversé par un traitement a 'E2 (119).
Cependant, une étude chez des souris ovariectomisées et pairées selon un
traitement placébo/E2 a démontré une prise de masse grasse abdominale chez les
souris non traitées, et ce, de maniére indépendante de la prise alimentaire (120).
Les ERa et B sont présents dans le cerveau, notamment dans I'hypothalamus, un
centre important de contrble de I'appétit et de la prise alimentaire (83). Certaines
études chez les souris montrent une diminution de la dépense énergétique lorsque
ERa est bloqué (121, 122), alors que les résultats pour la prise alimentaire sont
divergents (121, 122). Les études chez les souris ERBKO montrent une
augmentation de la masse grasse sous une diéte riche en gras (123). Ce
phénomeéne serait attribuable a une augmentation de la transcription du récepteur
activé par les proliférateurs de peroxysomes y (PPARYy) lors de I'absence du
récepteur (123). Martensson et collaborateurs observent que les souris femelles
GPR-KO ont un poids plus faible que les souris contréles (124). Cependant, cet
effet est d0 a une diminution de la croissance du squelette et non a une diminution
de la masse adipeuse (124). Cet effet n’est pas observé chez les souris males
(124). De maniére contradictoire, une augmentation de la masse grasse totale,

sous-cutanée et viscérale a été observée chez les souris males GPER-KO (125).

2.3.2 Lipolyse et lipogenése

Les données actuellement disponibles chez I'animal et chez 'humain semblent
démontrer que I'E2 a un effet anti-lipogenése et pro-lipolyse sur les adipocytes
chez les femelles, alors que les résultats sont discordants chez les males (126).
D’Eon et collaborateurs ont observé une inhibition de I'expression des génes
lipolytiques dans le tissu adipeux, le foie et les muscles squelettiques chez les

souris ovariectomiseées et traitées a 'E2, comparativement aux animaux non traités
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(120). Cette diminution de la lipogenése pourrait s’expliquer par une diminution de
'expression de la lipoprotéine lipase (LPL) dans le tissu adipeux (120). Ce
phénomeéne est aussi observé dans les adipocytes isolés de femmes traitées a 'E2
(127). Par contre, des doses plus faibles d’E2 entrainaient I'effet inverse, soit une
augmentation de la LPL (127). Dans cette méme étude, il a été observé que I'E2
entrainait une diminution de la lipase hormonosensible (HSL), cet effet étant aussi
dose-dépendant, mais de maniére moins marquée que pour la LPL (127). Des
études supplémentaires sont nécessaires pour éclaircir ce phénomeéne.
Concernant le role des ERs, les connaissances actuelles suggerent que les
récepteurs ERa et B ont des effets anti-lipogenése et pro-lipolyse (128).
Cependant, ERa augmente la sensibilité a linsuline, alors que linverse est
observé pour ERB (128). Cependant, la majorité des études sur cette relation ont
été réalisées chez la souris (128).

2.3.3 Adipogenése

Comme pour la lipolyse, I'impact de I'E2 sur 'adipogenése semble différer selon le
sexe (126). En effet, selon des études réalisées chez les rongeurs, I'E2 semble
avoir un effet stimulant sur les adipocytes du tissu adipeux sous-cutané des
femelles, alors que ces résultats ne sont pas observés ni sur le tissu adipeux
interne ni chez le male (129). Chez les humains, il a aussi été observé que 'E2 a
un effet plus prononceé sur la prolifération des préadipocytes chez les femmes que
chez les hommes, et ce de maniére plus importante sur les préadipocytes sous-
cutanés que sur les préadipocytes viscéraux (130). De plus, I'effet maximal de I'E2
sur la prolifération a lieu dans un délai plus court chez les préadipocytes de
femmes (24 a 48h) que ceux des hommes (48 a 72h) (130). Différentes
hypotheses ont été évaluées pour expliquer ce phénoméne, dont la différence de
localisation du tissu adipeux ou le microenvironnement hormonal, ce qui pourrait
expliquer les différences intersexuelles observées (25, 131). Comme les
préadipocytes expriment seulement ERa, l'effet de E2 sur la différenciation
adipocytaire est attribuable a ce récepteur (132). La présence de GPER dans le
tissu adipeux est controversée (124, 133, 134). Cependant, I'activation de GPER

par 'E2 dans des cellules 3T3-L1 diminue I'accumulation de lipides ainsi que la
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différentiation des pré-adipocytes (134). Des études sont encore nécessaires pour
élucider 'impact des estrogenes, plus préciseément de I'E2, sur 'adipogenése selon

le sexe.

2.3.4 Sensibilité a I'insuline

Plusieurs études meécanistiques in vitro ou chez l'animal, ainsi que certaines
observations chez les femmes ménopausées subissant une thérapie de
remplacement hormonal montrent que les estrogénes ont un impact favorable sur
la sensibilité a linsuline, et ce, par divers mécanismes (128, 135). En effet,
certaines études effectuées chez les femmes prenant de I’hormonothérapie
démontrent un meilleur contréle glycémique chez les diabétiques (136, 137).
Parallélement a ces résultats, certains chercheurs observent une augmentation de
la sensibilité¢ a I'insuline grace a une diminution de la néoglucogenése et de la
glucogénolyse hépatique (138), une augmentation de la sécrétion d’insuline par les
ilots de Langerhans (139, 140) ainsi que la prévention de I'apoptose des cellules
béta du pancréas (141) chez la souris. Des résultats semblables ont été observés
chez une cohorte de femmes ménopausées diabétiques traitées a I'E2 (142).
Cependant, I'effet des estrogénes sur la sensibilité a l'insuline peut étre modulé de
maniére différente selon le ER. Chez la souris, une étude réalisée par Barros et
collaborateurs (143) démontre que la prise musculaire de glucose peut étre
augmentée par ERa, celui-ci régulant positivement la présence de GLUT4 sur les
membranes des cellules musculaires. Dans cette méme étude, ERB a leffet
inverse, soit un effet suppresseur sur GLUT4 (143). Une étude réalisée chez la
souris démontre aussi une diminution de la sensibilité a I'insuline chez les femelles
GPR-KO, alors que les males ne sont pas affectés (124). Cet effet serait
attribuable a une diminution de la sécrétion d’'insuline dans les ilots du pancréas
(124). De maniére contradictoire, une augmentation de la résistance a l'insuline a

été observée chez les souris males GPER-déficientes (125).

2.3.5 Adipokines
La relation entre 'E2 et la leptine a été examinée par plusieurs chercheurs. La

leptine circulante a été associée positivement a I'E2 chez les femmes
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préménopausées, mais cette association n’a pas été observée chez les femmes
ménopausées apres ajustement pour I'IMC (144). Par ailleurs, aucune autre
association n'a été détectée avec les autres adipokines mesurées (144).
L’incubation d’adipocytes murins avec de I'E2 entraine une augmentation de
I'expression du géne ob ainsi que de la sécrétion de leptine (145). Une variation de
la leptine circulante durant le cycle menstruel a été observée dans la littérature,
comparativement a un état stable chez les femmes ménopausées ou les hommes
(146). Cependant, une étude récente rapportant des variations de leptine durant le
cycle menstruel de femmes minces a obéses conclut que, bien qu'une
concentration plus élevée de leptine est observée chez les femmes obéses,
aucune association n’a été détectée entre 'E2 et la leptine (147). Des études
supplémentaires, tenant en considération la masse grasse totale, sont nécessaires

afin d’établir la nature de la relation entre la leptine et les estrogénes.

Peu d’études ont examiné la relation entre les estrogénes et d’autres adipokines,
telles que I'adiponectine et la résistine (126). Parmi les études disponibles, les
résultats sont équivoques concernant ces deux adipokines (126).

2.3.6 Cytokines inflammatoires

Plusieurs chercheurs ont tenté d'étudier la relation entre les estrogénes et la
concentration plasmatique de cytokines pro-inflammatoires. Notamment,
I'association entre la protéine C-réactive (CRP) et 'E2 a été étudiée par plusieurs
chercheurs. Une augmentation de la CRP en réponse a linstauration d'une
thérapie de remplacement hormonal (148, 149) et de contraceptifs oraux (148) a
eté démontrée. De maniére contradictoire, les estrogénes ont aussi été associés a
une amélioration de certains autres marqueurs d’inflammation tels que
’homocystéine (149, 150) ou certaines protéines d’adhésion cellulaire (sICAM-1)
(150). L'effet de la supplémentation estrogénique sur la CRP a été suggéré par
plusieurs chercheurs comme un effet du premier passage des estrogenes au foie
(148, 150). L’observation que la prise de contraceptifs oraux entraine
laugmentation de cytokines pro-inflammatoires hépatiques (fibrinogéne,

céruloplasmine), mais n’a aucun effet sur les cytokines pro-inflammatoires
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périphériques (IL-6, sérum amyloide A) abonde dans ce sens (148). De maniére
intéressante, une étude réalisée par Cossette et collaborateurs montre que I'E2
diminue la sécrétion de CRP ainsi que plusieurs autres cytokines pro-
inflammatoires (IL-6, IL-8, ICAM-1, VCAM-1) sur les cellules endothéliales
humaines (151).

L’'importance des estrogénes dans I'homéostasie meétabolique n’est plus a
démontrer. Cependant, leurs effets directs sur plusieurs phénoménes biologiques
restent encore a étre élucidés. L'effet différent des estrogénes selon le sexe de
l'individu, la phase reproductrice de la femme (préménopause versus ménopause),
I'aspect endogéne ou exogéne de I'hormone ainsi que I'impact parfois opposé des
différents récepteurs complexifient I'étude de ces mécanismes. Dans le chapitre 1,
nous avons réalisé une étude originale qui vise a clarifier 'association transversale
entre les taux d’estrogénes, I'accumulation adipeuse et la résistance a l'insuline
chez la femme ménopausée. Par ailleurs, la prochaine section portera sur le réle

d’autres hormones sexuelles, soit les androgénes, sur le métabolisme humain.

3. Androgénes circulants chez I’humain

Les androgénes, typiquement associés au développement du systéme
reproducteur et des caractéres sexuels secondaires chez 'homme (152), ont aussi
suscité l'intérét de plusieurs chercheurs dans les dernieres années. Notre équipe
de recherche a réalisé une revue approfondie de la littérature sur I'impact des
androgénes chez I'humain (6). Les principaux résultats et conclusions de cette

revue seront présentés dans cette section.

La testostérone (T) est une hormone sexuelle produite majoritairement par les
cellules de Leydig dans les testicules de I'homme (152). Ces cellules produisent
aussi, en moins grande quantité, le A4 et la dihydrotestostérone (DHT) (152). Le
A4 est un précurseur androgénique de la T. La DHT est un métabolite et un
androgéne beaucoup plus puissant que la T, bien qu’elle soit présente en moins
grande quantité dans le systéme circulatoire (153). Chez la femme, la T circulante
est produite par la conversion de précurseurs tels que le A4 par les tissus
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périphériques (152). De plus, la déhydroépiandrostérone (DHEA) ainsi que son
homologue sulfaté [déhydroépiandrostérone-sulfate (DHEA-S)], deux stéroides
inactifs majoritairement produits par la glande surrénale, sont des précurseurs
importants de la conversion stéroidienne dans les tissus périphériques (154). Tel
que mentionné précédemment, le tissu adipeux est un site de conversion de
plusieurs stéroides qui est étudié depuis plusieurs années par de nombreuses
équipes de recherche (voir figure suivante) (94).

Comme I'E2, la majorité de la T est liée a I'albumine ou a la SHBG, représentant
respectivement 60-65% et 35-40% de la fraction circulante (155). Ainsi, la T peut
étre exprimée sous forme de T totale, T biodisponible (fraction libre et liée a
'albumine) ou T libre. La T libre peut étre mesurée directement, ou estimée par
une équation basée sur la masse moléculaire (156). De méme, lindice
d’androgéne libre (FAI), calculé par la division de la T totale par la concentration
plasmatique de la SHBG (156) est aussi un indice couramment utilisé. Ainsi, la
diversité d’expression de la T dans la littérature complexifie I'interprétation des
résultats actuellement disponibles.
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Certaines considérations méthodologiques doivent ici étre exposées. L'utilisation
de méthodes de mesure standardisées permet de déterminer adéquatement la
concentration plasmatique de la T chez I'homme, alors qu'une trés grande
variabilité est observée chez la femme (157). La T peut étre mesurée par essai
direct, ce qui inclut le RIA ou la méthode immuno-enzymatique par dosage
d'immunoabsorption par enzyme liée (ELISA) (156). La T peut étre aussi mesurée
par extraction ou par chromatographie, ces dernieres méthodes étant plus
précises, mais requérant des mesures de validation supplémentaires (156). Il a été
suggéré par les auteurs que l'extraction ou la chromatographie couplée a la
spectrométrie de masse demeurent les méthodes les plus recommandées (156).

3.1 Androgénes circulants chez ’lhomme

Une association inverse entre I'adiposité, particulierement I'accumulation au niveau
abdominal, et le taux de T circulante chez 'homme est bien démontrée (6). De
méme, une augmentation du risque de développer le syndrome métabolique est
observée lorsque le taux de T circulante est faible (158-160). Cette association a
été validée par une méta-analyse incluant 20 études démontrant que les hommes
souffrants du syndrome métabolique sont caractérisés par un taux de T circulante
plus bas que ceux ne souffrant pas de ce syndrome (différence de moyenne de la
T totale : -2,85; 95%CI : -3,34 a -2,36) (161). Certains auteurs ont aussi examiné la
relation entre certains précurseurs stéroidiens de la T, tels que la DHEA et la
DHEA-S, et l'adiposité chez 'homme. La majorité des études démontrent une
association négative entre I'obésité abdominale et le taux de DHEA circulant (162),
alors que les résultats sont équivoques pour le DHEA-S (162).

Il est bien déemontré que la thérapie de remplacement hormonal augmente la
masse maigre et diminue la masse grasse chez 'homme, comme le montrent deux
méta-analyses publiées en 2016 (163, 164). Cependant, la CT, I'lMC et la perte de
poids ne semblent pas étre affectés par la thérapie de remplacement hormonal
selon les études cliniques randomisées contrélées (164), alors qu’une diminution

de ces mesures d’adiposité est observée dans les études observationnelles (163).
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Suite a des sous-analyses effectuées par notre laboratoire, nous offrons comme
explication que ces difféerences s’expliqueraient par [I'hétérogénéité des
caractéristiques initiales des participants des études cliniques et observationnelles
dont I'dge, I'IMC et la valeur de T initiale (6). Ainsi, les hommes ayant moins de 60
ans, avec un IMC supérieur a 30 kg/m? et une valeur de T initiale plus faible
répondraient mieux au traitement de remplacement hormonal (6). Ces résultats
pointent vers l'importance de certaines caractéristiques des participants dans la
réponse a la thérapie de remplacement hormonal, ce qui peut complexifier

grandement l'interprétation des données probantes actuelles.

3.2 Androgénes circulants chez la femme

L’impact des androgenes circulants chez la femme fait I'objet de controverse. En
effet, une idée répandue est que les androgénes sont associés a une
augmentation de la masse grasse, particuliérement la masse grasse abdominale,
chez la femme. Une légére augmentation de la masse grasse couplée avec une
redistribution des graisses au niveau abdominal chez la femme est observée suite
a la ménopause, comme il a été mentionné précédemment (voir section 1.3
Dimorphisme sexuel chez 'humain). Comme la ménopause est caractérisée par
une diminution majeure des estrogénes par les ovaires (83), le ratio
androgenes/estrogénes circulant se retrouve augmenté, supportant ainsi
I'hypothése que les androgénes chez la femme sont associés a une accumulation
de gras abdominal plus importante. De plus, plusieurs études démontrant une
association positive entre la masse grasse totale et le taux d’androgénes circulants
chez la femme ont comme population des femmes souffrant du syndrome des
ovaires polykystiques (SOPK) (6). Ce syndrome est caractérisé par une
anovulation chronique et une concentration anormalement élevée d’androgénes
dans le sang (83). Dans ce contexte pathologique, incluant des concentrations
inhabituelles d’androgénes chez la femme, il est impossible de prétendre que ces
résultats sont transposables aux femmes sans ovaires polykystiques.

Dans notre revue de la littérature, nous avons rapporté que les résultats d’études

transversales mesurant la relation entre la T totale circulante et 'accumulation
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abdominale ne sont pas cohérents (6). Par ailleurs, une étude réalisée par
Janssen et collaborateurs (165) chez 359 femmes ne démontre pas d’association
entre la T totale et I'adiposité viscérale mesurée par TDM. De plus, deux études
longitudinales (166, 167) ne voient pas de relations entre le changement de
concentration de T circulante et la variation de RTH (167) ou le tissu adipeux
viscéral mesurée par TDM (166). Il est cependant a noter que Vaidya et
collaborateurs (167) observent une association positive entre la T totale et la
masse grasse viscérale de maniére transversale. Ainsi, il est impossible d'établir
une relation définitive entre la T totale et 'accumulation de gras abdominal chez la

femme en santé avec les données actuellement disponibles dans la littérature.

Les résultats sont beaucoup plus concordants concernant la T libre. La majorité
des études transversales démontre une relation positive entre sa concentration
plasmatique et I'accumulation au niveau abdominal (6). De méme, 2 études
longitudinales ont démontré une association positive entre la T libre et le tissu
adipeux viscéral (165, 168). Cependant, une étude longitudinale observe une
relation inverse entre la T libre et 'augmentation de graisse viscérale sur 2 ans
(166). Comme décrit précédemment, la T libre peut étre estimée ou mesurée de
maniére diverse, par exemple en utilisant le taux de SHBG circulant.
L’hétérogeéneité dans les méthodes d’estimation de la T libre ainsi que I'association
inverse bien connue entre la SHBG et l'adiposité (169) sont des facteurs
confondants dans ces résultats.

Certains chercheurs se sont penchés sur la relation entre la T libre ou totale et
'adiposité totale, souvent estimée avec I'MC. Ainsi, la majorité des études
observent une relation positive entre la T libre et I'IMC (170-174). Cependant, les
études longitudinales démontrent des résultats plus conflictuels. Janssen et
collaborateurs ont observé que le changement de tissus adipeux viscéral et sous-
cutané, mais non le changement de masse grasse totale, était relié positivement a
la T biodisponible (175). De méme, une étude longitudinale sur une période de 14
ans montre une association transversale entre la T libre et 'IMC et la CT, mais

cette association ne perdure pas dans le temps (176). Jones et collaborateurs ont
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plutdét observeé, sur une période de 6 ans, que la T libre et totale était diminuée
chez les femmes ayant perdu du poids durant cette période, alors qu’aucun
changement n’a été observé pour les femmes ayant subi un gain de poids (177).
Tel que mentionné précédemment, les limites reliées a 'estimation de la T libre
peuvent expliquer partiellement ce phénomeéne. Pour ce qui est de la T totale, la
majorité des études n’observent pas de relation entre cette mesure et I'lMC (172,
176, 178-180).

Concernant les autres androgénes circulants, la grande majorité des études
rapportant le lien entre le A4 et l'adiposité abdominale n’ont pas trouvé
d’association entre ces deux variables (6). Les 3 études ayant examiné le lien
entre le taux de DHT et I'adiposité ont trouvé que sa concentration plasmatique est

associée négativement a 'accumulation de graisse au niveau viscéral (181-183).

Ainsi, la relation entre le taux d’androgénes circulants chez la femme en santé et
I'adiposité demeure équivoque dans la littérature actuelle. La grande hétérogénéité
dans la conception des études ainsi que les limites méthodologiques,
principalement reliées a la mesure des stéroides plasmatiques, sont des facteurs
confondants dans les observations présentement rapportées.

3.3 Androgénes et métabolisme

3.3.1 Lipolyse et lipogenése

La littérature actuelle sur I'impact des androgénes sur la lipolyse et la lipogenése
du tissu adipeux chez le méle présente des résultats discordants (126). Certaines
études montrent que la T entraine une diminution de la lipolyse stimulée par les
catécholamines dans le tissu adipeux viscéral chez le rat (184). Certains
investigateurs observent plutét une augmentation de la réponse lipolytique chez le
rat (185) et 'humain (186). De méme, certaines études chez I'humain et les
rongeurs montrent que la T entraine une inhibition de la lipogenése dans le tissu
viscéral des rats males (187) ainsi qu’une diminution de lactivit¢ de la LPL
abdominale chez I'homme (186). Cependant, Varlamov et collaborateurs (188)

n’'observent pas de différence dans I'expression de génes liés a la synthése des
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triglycérides [acide gras synthase et triglycéride lipase (TGL)] entre les primates
males castrés et ceux ayant recu une injection de T. Concernant le précurseur
stéroidien DHEA, il a été observé chez le rat méle une augmentation de la lipolyse
(189, 190) grace a une augmentation de I'expression de la HSL et de la TGL (190).
L’effet des androgénes sur la lipogenése et la lipolyse est aussi équivoque chez
les femelles. Les rates ovariectomisées et traitées au DHEA ont une activité de la
LPL diminuée et une activité de la HSL augmentée (191). La concentration
plasmatique de plusieurs androgenes [T, A4 et androstérone (ADT)] a été
augmentée chez les rates subissant un traitement au DHEA (191). De méme, les
adipocytes sous-cutanés de femmes traités au DHEA-S ont une lipolyse
augmentée a 2 heures d’incubation (192). Cependant, Dicker et collaborateurs ont
observé que la testostérone diminuait la lipolyse induite par les catécholamines
dans les préadipocytes sous-cutanés de femmes (193). Une étude chez les
macaques femelles montre que la relation entre la lipolyse et la T peut varier
durant le cycle menstruel (194). La lipolyse basale des adipocytes viscéraux a été
inhibée dans la phase lutéale du cycle, ce phénoméne n’ayant pas été observé
pour les adipocytes sous-cutanés (194). Ces résultats laissent présager que le
ratio androgénes/estrogénes peut affecter leur impact sur le métabolisme et
I'homéostasie métabolique, et ce, de maniere différente selon le dépot. En somme,
des études supplémentaires sont nécessaires afin d’expliquer clairement la relation
entre les androgenes et la lipogenese et la lipolyse. Les études a venir sur ce sujet
devront tenir en compte l'effet du sexe, car ce dernier semble avoir un effet

confondant dans cette relation.

3.3.2 Adipogenése

Les données probantes actuelles tendent a démontrer que les androgénes ont
généralement un effet inhibiteur sur l'adipogenése (126) et diminuent la
différentiation des préadipocytes en adipocytes (195). Il a été observé que la T
diminuait I'adipogenése chez le rat en diminuant PPARy et un de ses facteurs
transcriptionnels, le zinc-finger protein tanscription factor (ZAC1) (196). Le méme

phénoméne a été observé avec la DHT (196, 197). La diminution de I'adipogenése
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par le DHEA a aussi été observée, mais dans les préadipocytes omentaux

seulement (198).

3.3.3 Adipokines

Certains chercheurs ont tenté d’élucider la relation entre la sécrétion de leptine et
la concentration d’androgénes. Une étude réalisée in vitro a montré que la DHT
diminue I'expression du géne ob dans les adipocytes de rat, méme si la diminution
de sécrétion de leptine n’est pas significative (145). Par contre, dans cette méme
étude, la castration des rats entraine une diminution de la transcription du géne ob
dans le tissu adipeux sous-cutané, alors que l'inverse est observé dans le tissu
adipeux viscéral (145). Ces résultats suggérent que les androgénes peuvent avoir
un impact spécifigue dans chaque dépét. Chez I'humain, une diminution de la
sécrétion de leptine et de I'expression du géne ob ont été observées lorsque des
adipocytes d’hommes ont été exposés a des doses supra-physiologiques de DHT,
mais pas dans les adipocytes provenant de femmes (199). Cependant, une
augmentation de la sécrétion de leptine a été observée dans les adipocytes
féminins lorsqu’ils étaient exposés a la T (199). Il a été observé que la T et la DHT
diminuent la sécrétion de leptine dans les adipocytes sous-cutanés d’adolescents
(200). De méme, le ratio leptine/IMC est négativement corrélé avec la
concentration plasmatique de T chez les gargons, ce phénomeéne n’étant pas
observé chez les jeunes filles (200). Concernant les précurseurs androgéniques,
une augmentation de la sécrétion de la leptine provenant des adipocytes féminins
a été observée lors de l'exposition au DHEA (199). De maniére similaire, le
DHEAS augmente I'expression du géne ob dans les adipocytes viscéraux de
femmes préménopausées (201). De maniére intéressante, l'utilisation d’inhibiteurs
d’aromatase bloque l'effet de la T sur la sécrétion de la leptine (199), suggérant
que la conversion de la T en E2 peut expliquer cette relation. Des études
supplémentaires sont nécessaires afin d’éclaircir ces mécanismes et d’améliorer
notre compréhension de I'impact du genre dans la relation entre les androgénes et

la leptine.
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La relation entre I'adiponectine et les androgenes est elle aussi controversée. Le
traitement des adipocytes 3T3L-1 avec de la T entraine une diminution de la
sécrétion d’adiponectine (202). De maniére similaire, la castration chez la souris
entraine une augmentation de I'adiponectine, ce phénoméne étant résorbé par
I'injection de T (202). Une étude n’a observé aucun effet de la T sur la sécrétion
d’adiponectine dans les adipocytes, alors que I'ajout de sérum provenant de sujets
masculins diminuait la sécrétion d’adiponectine (203). Ainsi, des études

supplémentaires sont nécessaires afin d‘élucider cette relation.

L’'importance de I'obésité viscérale, et donc de la distribution des graisses, dans
les pathologies associées a I'obésité n’est plus a démontrer. Une partie du rble des
hormones sexuelles dans ce phénomene est connu, bien que les mécanismes
sous-jacents sont toujours a étre élucidés. De méme, I'impact des androgénes et
des estrogénes sur I'homéostasie métabolique est établi, bien que plusieurs
disparités soient observées dans les études sur les mécanismes d’action. La
précision et la spécificité des méthodes de mesures, I'impact du sexe de I'individu,
la balance hormonale et les réles parfois conflictuels des récepteurs rendent
I'étude et la mise en lumiere de ce phénomeéne difficile. Ceci est particulierement
vrai chez la femme, ou la ménopause semble avoir un impact sur le réle des
stéroides dans I'organisme. Ainsi, le chapitre 1 de ce mémoire portera sur I'impact
des estrogénes circulants sur la distribution des graisses ainsi que sur les
altérations métaboliques chez la femme ménopausée. Le chapitre 2 discutera
plutét sur I'impact des androgenes sur la distribution des graisses chez la femme

prémenopauseée.
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Objectifs et hypothéses

Objectif général

L'objectif général de ce mémoire est de définir la relation entre les niveaux

circulants d’hormones stéroidiennes et la distribution des graisses chez la femme,

ainsi que leurs liens avec les facteurs de risque cardiométabolique.

Notre hypothése générale est que l'adiposité chez la femme est associée a la

concentration plasmatique d’estrogenes et d’androgenes. Ces patrons
d’associations pointent vers I'importance de la conversion des stéroides dans les

tissus adipeux.

Ce mémoire est séparé en deux chapitres spécifiques, chacun d’entre eux traitera

d’un objectif spécifique différent.

Objectifs spécifiques

Chapitre 1 : L’impact des estrogénes circulants sur la masse adipeuse et sur

les altérations métaboliques chez la femme ménopausée

L’objectif spécifiqgue de ce chapitre est d’examiner la relation entre les taux

estrogéniques circulants et I'adiposité chez la femme ménopausée. Nous émettons

I'hypothése que la concentration d’E2 circulant chez la femme ménopausée est
proportionnelle a la masse grasse totale, ce qui explique le lien entre 'E2 et les

altérations des parameétres métaboliques.

Chapitre 2 : Les taux de stéroides circulants et le phénotype du tissu adipeux

chez la femme préménopausée

L’objectif spécifique de ce chapitre est d'observer le patron d’hormones
stéroidiennes circulant, leurs précurseurs et leurs métabolites, relatif a I'obésité

abdominale chez la femme préménopausée. Nous émettons I'hypothése que

'obésité abdominale est associée a une diminution des marqueurs de synthése
d’androgénes et leurs métabolites. Ces modifications sont des déterminants
importants de la présence concomitante d’'altérations métaboliques.
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Chapitre 1 : L’'impact des estrogéenes circulants sur
la masse adipeuse et sur les altérations
métaboliques chez la femme ménopausée

Geneviéve B. Marchand, Anne-Marie Carreau, John S Weisnagel, Jean Bergeron,
Fernand Labrie, Simone Lemieux et André Tchernof

L’article composant ce chapitre s'intitule:

Increased body fat mass explains the positive association
between circulating estradiol and insulin resistance in
postmenopausal women

Cet article sera publié dans le journal :
American Journal of Physiology — Endocrinology and Metabolism

Il est présentement disponible en prépublication sous forme électronique.
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Résumé

La relation entre le taux d'estrogénes circulants et les facteurs de risque
cardiométabolique tels que la résistance a I'insuline est équivoque chez la femme
ménopauseée. Il a été rapporté qu’une concentration élevée d’estradiol (E2) prédit
une augmentation du risque de développer le diabete de type Il dans cette
population. Nous avons examiné les associations entre les taux estrogéniques,
'adiposité et les variables de risque cardiométabolique incluant la résistance a
linsuline chez les femmes ménopausées. 101 participantes en santé (moyenne *
DS: age 57+4 ans; IMC 27,9+4,8 kg/m?) ont été incluses dans ces analyses. 15
stéroides et métabolites plasmatiques ont été mesurés par chromatographie en
phase liquide couplée a la spectrométrie de masse en tandem. La sensibilité a
'insuline a été mesurée grace a un clamp euglycémique-hyperinsulinémique. La
composition corporelle ainsi que la distribution des graisses ont été déterminées
par pesée hydrostatique et tomodensitométrie, respectivement. Le profil lipidique
ainsi que les taux de cytokines circulants ont aussi été examinés. L'E2 circulant
était positivement associé avec toutes les mesures d’adiposité (r=0,62 a 0,42;
p<0,0001) sauf le RTH. L'E2 était aussi positivement corrélé avec le VLDL-
cholestérol, au contenu en triglycérides dans le plasma, les VLDL et les HDL
(r=0,31 a 0,24; p<0,02) ainsi qu’avec le hs-CRP et I'lL-6 (r=0,52 et 0,29; p<0,005)
et négativement associé au taux d’HDL-cholestérol, I'adiponectine et la sensibilité
a linsuline (r=-0,36 a -0,20; p<0,02). Aprés ajustement pour le pourcentage de
masse grasse, les corrélations entre 'E2 et les variables de risque métabolique
n’étaient plus significatives. Des résultats similaires ont été observés pour les taux
circulants d'estrone (E1) et d’estrone-sulfate (E1-S). En conclusion, les
concentrations d’estrogénes circulants sont proportionnelles a la masse adipeuse
chez les femmes ménopausées, méme si elles restent en concentration faible. La
résistance a linsuline ainsi que des altérations du profil lipidique et de la
concentration des cytokines sont observées lorsque le taux d’estrogenes
plasmatique est plus éleve, mais ces différences sont expliquées par la variation

concomitante de la masse grasse.
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Abstract

The relationship between circulating estrogen levels and cardiometabolic risk
factors such as insulin resistance is unclear in postmenopausal women. High
estradiol (E2) levels have been reported to predict increased risk of type 2 diabetes
in this population. We aimed to examine associations among estrogen levels,
adiposity measurements and cardiometabolic risk variables including insulin
resistance in postmenopausal women. 101 healthy participants (meantSD: age
57+4 years; BMI 27.9+4.8 kg/m?) were included in the analysis. Fifteen plasma
steroids or metabolites were measured by liquid chromatography-tandem mass
spectrometry. Insulin sensitivity was assessed with a hyperinsulinemic-euglycemic
clamp. Body composition and fat distribution were determined with hydrostatic
weighing and computed tomography respectively. Blood lipids and circulating
cytokines were also measured. Circulating E2 was positively correlated with all
adiposity indices (r=0.62 to 0.42, p<0.0001) except waist-to-hip ratio. E2 was
positively correlated with VLDL-cholesterol, plasma-, VLDL- and HDL-triglyceride
levels (r=0.31 to 0.24, p<0.02) as well as with hs-CRP and IL-6 (r=0.52 and 0.29,
p<0.005) and negatively with HDL-cholesterol, adiponectin and insulin sensitivity
(r=-0.36 to -0.20, p<0.02). With adjustments for percent body fat, correlations
between E2 and metabolic risk variables were no longer significant. Similar results
were observed for circulating estrone (E1) and estrone-sulfate (E1-S) levels. In
conclusion, circulating estrogen concentrations are proportional to adipose mass in
postmenopausal women although they remain in the low range. Insulin resistance
as well as altered blood lipids and cytokines are observed when circulating
estrogen levels are high within that range, but these differences are explained by
concomitant variation in total adiposity.
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Introduction

Estrogens play important roles in the development and function of the reproductive
system in women, but the presence of estrogen receptors in a variety of peripheral,
non-reproductive tissues, notably in the liver, skeletal muscle, central nervous
system and adipose tissue (16) suggests a crucial role of these steroids in
metabolic homeostasis. The two most biologically important estrogens in women
are estradiol (E2) and estrone (E1) (41), whereas E1-S is one of the major
circulating estrogen metabolites (45). The menopause transition is characterized
by important alterations in circulating hormones, including a substantial decrease in
ovarian estrogen secretion (6). In postmenopausal women, positive correlations
were reported between E2 or E1 concentrations and adiposity estimates such as
the body mass index (BMI) or waist circumference (WC) (3,18). Conversely,
intervention studies with estrogen therapy in postmenopausal women have shown
either a decrease in (21) or no effect on (10,12) body fat mass. In the scant data
available for E1, some studies show a decrease in plasma E1 concentration with
weight loss (49) or a positive correlation between plasma E1 level and BMI (34,37).
A study with E1-S reported similar results (34).

The association between plasma estrogen concentrations and cardiometabolic
alterations, including insulin resistance, has also been investigated. Estrogens may
improve insulin response or insulin sensitivity through various mechanisms such as
increased insulin synthesis in Langerhans islets, higher GLUT4 expression in
skeletal muscle or decreased hepatic gluconeogenesis and glycogenolysis (16,38),
although these effects may be dependent on time since menopause (43). A recent
meta-analysis coupled with a longitudinal study concluded that total circulating E2
was positively associated with the risk of type 2 diabetes in postmenopausal
women independently of BMI (40). A commentary on the latter study proposed that
aside from the belief that estrogens impair carbohydrate metabolism, circulating E2
in postmenopausal women may not be the driver of estrogen action, but the
reflection of leakage from extragonadal synthesis sites including an expanded
adipose tissue mass (36). This hypothesis has not been directly tested.
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The relationship between circulating androgens and adipose accumulation in
women is quite equivocal, likely because of methodological limitations, as we
observed in a previous literature survey (11). A positive correlation is often
reported between free testosterone (T) and abdominal fat accumulation in women
without androgen excess (19,20,23,39), but we have reported a negative
relationship between circulating dihydrotestosterone (DHT) levels and visceral fat

accumulation (11).

In the present study, we examined the relationships among plasma estrogen
levels, adiposity indices and cardiometabolic risk variables including insulin
resistance in postmenopausal women. Other steroids were also examined. Based
on available data, we tested the hypothesis that total body fat mass explains the
positive association between circulating estrogen levels and measurements of

insulin resistance in postmenopausal women.
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Subjects and methods
Subjects

In this cross-sectional study, 131 postmenopausal women were recruited through
the local newspapers of Quebec City, Canada. This is a secondary analysis of a
study primarily aimed at estimating the relative contribution of visceral adiposity
and insulin resistance to cardiometabolic risk (44). All subjects provided written,
informed consent in accordance with the Ethics Committee of the CHU de Québec
Medical Center-Université Laval. Eligibility criteria were the following:
postmenopausal (absence of menses for at least one year), weight stability, no
hormonal therapy or other medication for chronic diseases (coronary heart
disease, dyslipidemia, diabetes, endocrine diseases). Women included in this
study were generally healthy, and therefore, were not under treatment for the
above-mentioned conditions except hypothyroidism treated with a stable dose of
thyroxine. Five women without a previous diabetes diagnosis presented
hyperglycemia at the time of testing. Circulating follicle-stimulating hormone level
was measured to confirm menopausal status (between 28 and 127 IU/L). Twelve
participants were excluded from the present analysis because circulating hormone
levels could not be measured. Moreover, despite excluding women using hormone
therapy, a small number of participants had estrogen levels that were not
consistent with a lack of hormone therapy. A total 14 participants were excluded
from the study: 5 participants had high plasma E2 levels (111.16 to 644.66 pg/mL);
8 participants were excluded based on a value of E2>20 pg/mL, which corresponds
to levels that are at least twofold higher than the values for normal postmenopausal
levels (10 pg/mL) as determined by the Mayo Clinics criteria (1). A previous study
has shown that the 95" percentile of E2 levels in postmenopausal women not
taking hormone therapy is 9.3 pg/mL (29), consistent with the Mayo Clinics cutoff;
1 woman was excluded based on a value of E2212.4 pg/mL (upper 99% tolerance
limit with 95% confidence) and serum DHEA < 3.13 ng/mL (mean plus one SD) as
determined in a previous study of postmenopausal women not using hormonal

therapy (29). They were excluded from the analysis because they could mask or
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impact the association between endogenous estrogens and metabolic variables.
Participants whose menopause resulted from hysterectomy with total
oophorectomy (n=3) or hormonal therapy (n=1) were also excluded. A total of 101

postmenopausal women were included in this study.

Body composition and fat distribution

Anthropometric measurements (height, body weight, waist and hip circumferences)
were obtained with standard procedures as described previously (42). Body
composition measurements were obtained from body density measured by the
hydrostatic weighing technique, as previously described (42). Briefly, body density
was obtained with the mean of 6 measurements of the participant’s body density
by complete immersion in a hydrostatic tank. Pulmonary residual volume was
measured with the helium dilution method before immersion. Percent body fat was
calculated with the Siri equation and total body fat was obtained by multiplying
percent body fat with body weight. Computed tomography (CT) was used for the
measurement of abdominal and mid-thigh adipose tissue cross-sectional areas, as
described (17,42). Patients were examined in the supine position with arms
stretched above the head. A skeleton radiograph was used to establish the
scanning position. Measurements at the L4-L5 vertebrae level and at half distance
between iliac crest and knee were performed. Tissue with attenuation between -30
to -190 Hounsfield units was considered as fat. Fat area surrounded by the muscle
wall in the abdominal cavity was considered as visceral fat. Subcutaneous fat was
obtained by the subtraction of visceral fat from total abdominal fat area. All
measurements were performed with a GE High Speed Advantage scanner (GE
Medical Systems, Milwaukee, WI).

Oral glucose tolerance test (OGTT)

On the morning of a 12h-fast, a 75g OGTT was performed and blood samples
were collected through a venous catheter from an antecubital vein at -15, 0, 15, 30,
45, 60, 90, 120, 150 and 180 min in EDTA-containing tubes.
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Hyperinsulinemic-euglycemic clamp

The hyperinsulinemic-euglycemic clamp, as developed by DeFronzo et al. (13) was
used to determine insulin sensitivity, as previously described (44). After a 12h fast,
insulin (Humulin R 40; 40 mU/m?min) was perfused for 2h and plasma glucose
levels were monitored every 5 min using a glucometer (Bayer Corporation, inc.
Tarrytown, NY) and later confirmed by enzymatic method (46). 20% dextrose IV
perfusion was adjusted to achieve euglycemia. Steady state was attained after 2
hours. Plasma insulin concentration was later documented by radioimmunoassay
in blood samples taken at 10-min intervals and stored at -20°C. Glucose disposal
rate (GDR) was determined by dividing the glucose infusion rate during the last 30
min of the clamp by body weight in kilograms. Insulin sensitivity (MI) was
calculated by dividing GDR by the mean insulin concentration during the last 30

min of the clamp.

Plasma measurements

During the OGTT, plasma glucose and insulin concentrations were measured at
each time point with an enzymatic method (46) and a radioimmunoassay with
polyethylene glycol separation (14), respectively. C-peptide was also measured
with a polyclonal antibody and ethylene glycol precipitation by a modification of the
Heding method (14,22). Free fatty acids (FFA) were measured

spectrophotometrically in the fasting state (Wako Chemicals, Neuss, Germany).

Blood samples were collected on the morning of the clamp. A total of 15 steroids
and metabolites were measured in plasma by liquid chromatography - tandem
mass spectrometry (LC-MS/MS) (24,25). These steroids and/or metabolites are
androstenedione (A4), androstenediol (A5), DHEA, DHT, E1, E2, T,
androstanediol-glucuronide (AD17G), androsterone-glucuronide (ADTG),
ethiocholanolone-glucuronide (ETIOG), androsterone-sulfate (ADT-S),
dehydroepiandrosterone-sulfate (DHEA-S), E1-S, allopregnanolone-sulfate (AlloP-
S) and pregnenolone-sulfate (Preg-S). Samples were submitted to liquid-liquid or

solid phase extraction before being injected into the LC-MS/MS system as
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described (24,25). Validation was performed according to FDA guidelines. Mean
circulating steroid values of the participants were 470191 pg/mL for A4, 308+142
pg/mL for A5, 2704+1420 pg/mL for DHEA, 45.8424.2 pg/mL for DHT, 23.2+9.9
pg/mL for E1, 5.21+3.30 pg/mL for E2, 159182 pg/mL for T, 6241404 ng/mL for
AD17G, 15.619.5 pg/mL for ADTG, 19.419.1 pg/mL for ETIOG, 2981174 pg/mL for
ADT-S, 2484216 pg/mL for E1-S, 1.10£0.94 pg/ml for AlloP-S and 22.3+13.3
pg/mL for Preg-S.

Triglycerides (TG) and total cholesterol (TC) measurements were performed as
previously described (35) using enzymatic techniques (Randox Laboratories,
Crumlin, U.K). Lipoprotein fractions including very-low-density lipoproteins (VLDL),
low-density lipoproteins (LDL) and high-density lipoproteins (HDL) were isolated by
ultracentrifugation and precipitation (7). High-sensitivity C-reactive protein (hs-
CRP) was measured in plasma using latex-enhanced high sensitivity assay with
Behring Nephelometer BN-100 (Behring Diagnostic, Westwood, MA). Tumor
necrosis factor alpha (TNF-a), interleukin-6 (IL-6) and adiponectin concentrations
were assessed by ELISA with a Quantikinine HS Immunoassay kit (R&D Systems,
Minneapolis, MN).

Statistical analyses

Incremental area under the curve (IAUC) of glucose, insulin and C-peptide
responses during OGTT were calculated. To elucidate the relationship between
circulating estrogens and insulin resistance, insulinogenic index (IGl; Insulin 30 min
— basal / Glucose 30 min - basal), disposition index (DI; IGI / MI) and adipose
tissue insulin resistance index (adipo-IR; baseline FFA x fasting insulin) were
calculated. Pearson correlations were computed to quantify associations between
adiposity indexes or cardiometabolic risk variables and steroid levels. For visual
representation, further analyses of estrogen levels were performed by stratifying
the sample into tertiles of E2, E1 or E1-S. Differences in IAUC, MI, baseline FFA,
circulating cytokine levels or the lipid profile among estrogen tertiles were
determined by ANOVA and the Tukey’'s HSD post hoc test. Partial correlation
analyses were performed to adjust for concomitant variation in percent body fat.
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Moreover, stepwise multivariate linear regression models were used to adjust
associations between steroid levels and metabolic risk variables for adiposity
indexes. Box-Cox or logyg transformation was used for nonnormal distributions, as
determined with the Shapiro-Wilk test. P-values <0.05 were considered significant.
All statistical analyses were performed with JMP or SAS software (SAS Institute,

Cary, NC).
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Results

Population characteristics

Population characteristics are shown in Table 1. Mean age was 57+4 years (range:
48-68). Women were overweight with an average BMI of 27.9+4.8 kg/m?. Average
values for plasma lipid concentrations fell within the normal ranges. Mean fasting

blood glucose and blood pressure were also in the normal range.

Adiposity, metabolic alterations and circulating estrogen concentrations

Pearson correlations of levels of steroids or metabolites with adiposity or metabolic
parameters are presented in Table 2. Plasma E2 concentration was positively and
significantly correlated with all adiposity measurements except for the waist-to-hip
ratio. E2 levels were 3.26+1.24, 4.551£2.81 and 8.00+£3.53 pg/mL in normal weight,
overweight and obese women respectively (p<0.0001). In each of these BMI
categories, mean adipose tissue mass was 19, 28 and 39 kg respectively. The
ratios of E2 concentrations divided by adipose tissue mass were 0.18, 0.16 and

0.20 pg/mL per kg of body fat in lean, overweight and obese women respectively.

Positive correlations were also observed with metabolic parameters such as fasting
FFA, blood lipids, pro-inflammatory cytokines and adipo-IR. Negative correlations
were detected between E2 level and HDL-C as well as MI. Much like E2, E1
concentration was positively and significantly correlated with all adiposity indexes,
except the waist-to-hip ratio. Circulating E1 was also positively correlated with
fasting FFA, some blood lipid indexes, adipo-IR and pro-inflammatory cytokine
concentrations. A negative correlation was found with MI. Plasma E1-S levels were
also significantly and positively correlated with all adiposity measurements. Plasma
E1-S levels were significantly and positively correlated with many metabolic
parameters, namely, fasting FFA, adipo-IR, pro-inflammatory cytokine levels,
glucose IAUC during the OGTT, and blood lipids. E1-S was also negatively
correlated with MI, HDL-C and adiponectin concentration.
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Differences in metabolic parameters according to plasma E2 concentration tertiles
are shown in Figure 1. Women in the upper E2 tertile were characterized by higher
fasting FFA, lower MI, higher adipo-IR, an altered lipid profile and higher pro-
inflammatory cytokines. For E1 (Figure 2), women in the upper tertile had
significantly higher fasting FFA, HDL-TG, hs-CRP and lower MI. Participants in the
upper E1S tertile (Figure 3) had higher glucose IAUC during the OGTT, higher
fasting FFA, lower MI, higher adipo-IR, an altered lipid profile and higher levels of

inflammatory cytokines.

Correlations between E2 and metabolic parameters were adjusted for percent body
fat mass as shown in Figure 4. All correlations were no longer significant after this
adjustment. After adjustment of correlations between E1 and metabolic parameters
for total body fat percentage, only the associations between circulating E1 and hs-
CRP or HDL-TG remained significant. Finally, the positive correlations between
E1-S levels and concentrations of TG, VLDL-C and VLDL-TG also remained
significant after the adjustment. Multivariate linear regression analyses shown in
Table 3 were consistent with these findings. Body fat percentage explained
between 17 and 37% of the variance in metabolic parameters when this variable
was included along with circulating E2 in the models. In the majority of the models,
E2 concentration did not have a significant contribution to metabolic parameters,
except for plasma levels of TG, VLDL-TG and hs-CRP. Similarly, percent body fat
explained 17-37% of the variance in metabolic parameters when circulating E1 was
included in the models. The contribution of E1 was significant for plasma levels of
VLDL-C, HDL-TG and hs-CRP. Regarding E1-S, percent body fat again explained
17-37% of the variance in metabolic parameters. E1-S had a significant
contribution to the variance in fasting FFA, MI, Adipo-IR, HDL-C and IL-6.

Other steroids

Correlations between androgens, androgen/estrogen metabolites or precursors
and adiposity or metabolic parameters are shown in Table 2. Levels of some
androgens and their metabolites (A5, DHEA, ADTG) were negatively correlated
with age. Moreover, positive correlations were observed between androgen
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precursors (A5, DHEA, DHEAS) as well as glucuronide conjugates (ETIOG, ADTG,
AD17G) and fat-free mass. Even if some positive correlations were observed
between levels of androgens, precursors and/or metabolites with adiposity or
metabolic parameters, no specific pattern could be established when circulating
levels of these steroids and adiposity indexes or risk variables were examined.
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Discussion

The present data show lower clamp-measured insulin sensitivity in women with
higher plasma estrogen concentrations. Higher plasma estrogen concentrations
were also linked to altered blood lipids and a proinflammatory cytokine profile.
However, strong and positive correlations were concomitantly observed between
circulating estrogens and all indexes of overall adiposity. Most of the associations
between high estrogen levels and markers of altered metabolic homeostasis were
explained by concomitant variation in percent body fat, suggesting a statistical
contribution of adiposity to both estrogen concentrations and metabolic variables.
To our knowledge, this is the first study to precisely evaluate the link between

estrogens, adiposity and insulin resistance in postmenopausal women.

A highly accurate method (hydrostatic weighing) was used to estimate body fat
mass, which allows, for the first time, the possibility of estimating the amount of E2
generated in the circulation as a function of total adipose tissue mass. These ratios
were, on average, fairly constant in lean, overweight and obese women,
suggesting that circulating estrogen concentrations are, indeed, proportional to
adipose mass. However, levels clearly remain in the very low range, as
demonstrated before (28). This may explain previous discrepancies in studies
using less sensitive methods for estrogen measurements and anthropometric
assessments of adiposity levels (3,37,50). The impact at the tissue or cell level of
hormones synthetized locally through intracrine mechanisms remains of great
interest for continuing research on intra-adipose synthesis of active hormones.
Interestingly, the activity of aromatase is upregulated with increasing age (9) but in
this study, no correlation was found between the circulating E2-to-fat-mass ratio
and age. Moreover, associations between estrogens and adiposity were
systematically stronger with indicators of total adiposity compared with indicators of
abdominal fat accumulation, suggesting that circulating estrogens were more
closely associated with total, rather than visceral, body fat mass. Our group already
reported that aromatase mMRNA expression is not higher (and even tends to be
lower) in visceral adipose tissue than in the subcutaneous fat compartment (4).
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In our study, circulating estrogen levels were positively correlated with insulin
resistance. However, these associations were mostly absent when adjustment was
made for percent body fat. These results suggest that total fat mass is the main
factor in relation to insulin resistance and circulating estrogens in postmenopausal
women. Many studies have reported a positive correlation between body fat mass
and plasma E2 concentrations in women (2,3,8,18,37). Moreover, a recent meta-
analysis has shown a positive relation between circulating E2 and type 2 diabetes
in postmenopausal women (40). In that study, the relation was still significant when
adjustment was made for BMI. In our study, women were tested with more precise
methods for body composition and adipose tissue distribution, as well as insulin
sensitivity and hormone concentrations. Discrepancies in the literature could also
partly be explained by the assay method for plasma E2. A consensus statement by
the Council of The Endocrine Society proposed that conclusions drawn from
epidemiological studies are limited by the variability and quality of the assays used
(47). E2 measurement is especially challenging for individuals with very low E2
concentrations such as patients taking aromatase inhibitors, children, men or
postmenopausal women (47). Gas chromatography coupled with mass
spectrometry is recognized as an accurate method (26), but it has been largely
replaced by tandem mass spectrometry coupled with liquid chromatography
(24,30,31).

Although most associations between plasma estrogen levels and metabolic
parameters were dependent on percent body fat, some significant correlations
persisted between blood lipids and E1-S concentrations in our sample. One
previous study observed a positive correlation between blood TG and E1-S in
African American premenopausal women but not in Caucasians after adjusting for
BMI (32). Postmenopausal women treated with 0.625 mg of E1-S per day for 12
days had significantly higher blood TG and VLDL-C levels (33). More studies are
obviously needed to assess the impact of E1-S on the lipid profile. Presumably,
these effects are less dependent on fat mass both from the statistical and
physiological standpoints than those of E2 and E1. One possible explanation is the

longer half-life of E1-S (48) possibly providing a more representative portrait of
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long-term estrogen exposure. In our study, we observed that correlations with
metabolic parameters remained significant for E1-S, but not with the two other
estrogens, suggesting that the association among metabolic alterations, adiposity
and estrogens could differ slightly from an estrogen to another. This could explain
prior discrepancies in the literature on estrogens and insulin resistance or glucose

tolerance.

In the present sample, plasma levels of many androstanes were positively
correlated with some adipose tissue markers, but results were inconsistent and not
generalized to all androgens and androgen precursors or metabolites. In a
literature survey, we concluded that discrepancies in the current literature prevent
any firm conclusion regarding a positive relationship between androgens and
abdominal fat accumulation in healthy, nonhyperandrogenic women (11). Our
group already reported a negative relation between circulating DHT and visceral fat
accumulation (11), but that result was not observed in the present study. The most
consistent observation regarding androgens was the positive correlation between
androgen precursors or glucuronide metabolites and fat-free mass. One
interventional study reported an increase in thigh muscle mass with a 12-month
DHEA therapy in postmenopausal women (15). It was also reported that ADTG
was correlated with fat-free mass gain (5). Moreover, we observed a negative
correlation between levels of many steroids and age or time since menopause.
Decreases in circulating C19 steroids with increasing age have been described
(27). The importance of androgen metabolism in relation to body composition and
body fat distribution needs to be reexamined in healthy women.

Limitations of the study should be acknowledged. The cross-sectional design does
not allow us to conclude on causality effects in the estrogen-adiposity-insulin
sensitivity relationship. Considering the fact that our sample comprised Caucasian
women, results cannot be extended to other populations. Moreover, specific criteria
were used to exclude women possibly taking some form of hormone replacement
therapy. Although this has the advantage of excluding exogenous sources of
estrogens, it may also slightly underestimate the amount of estrogens measured in
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each BMI category as well as the correlations with adiposity and metabolic
parameters. The precise methods used to measure adiposity, circulating hormones
and insulin sensitivity are significant strengths of the study.

In conclusion, circulating estrogen levels are related to reduced insulin sensitivity,
altered blood lipids and a proinflammatory cytokine profile in postmenopausal
women. However, these associations are mainly explained by concomitant
differences in total adiposity. Circulating estrogen concentrations are proportional
to adipose mass, but they remain clearly in the very low range.
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Table 1. Study sample characteristics (n=101)

Mean * SD Range (min-max)
Age (years) 57 + 4 48 - 68
Time since menopause (years) 86 = 6.9 0.3-32
Anthropometric variables
Weight (kg) 71 £ 13 48 - 122
Waist circumference (cm) @ 89 * 12 66 - 119
BMI (kg/m?) 279 = 438 19.0-48.2
Metabolic parameters
Cholesterol (mmol/L) 553 + 0.90 3.46-7.48
LDL cholesterol (mmol/L) 3.63 + 0.81 1.47 - 5.64
HDL cholesterol (mmol/L) 141 £ 0.36 0.88 - 2.69
Triglyceride (mmol/L) 1.29 £ 0.65 0.51-3.50
Systolic blood pressure (mmHg) ® 130 + 15 105 - 170
Diastolic blood pressure (mmHg) ° 82 + 7 60 -100
Insulin (at the OGTT) (pmol/L) @ 73.9 +* 33.2 0.0-185.0
Fasting glucose (at the OGTT) (mmol/L) 557 +* 0.79 3.85-9.50
Estrogen concentrations
Estradiol (pg/mL) 521 = 3.30 1.41-17.14
Estrone (pg/mL) 23.23 + 9.87 7.59 - 66.48
Estrone-sulfate (pg/mL) 24817 £ 215.93 32.82-1385.46

3 n=97, *n=95
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Table 2. Pairwise correlations between levels of steroids or steroid metabolites and
age, time since menopause, adiposity measurements as well as metabolic
parameters (n=101)

E2 E1 E1-S | A4 A5 |DHEADHEAS| T | DHT |ETIOG|ADTG |AD17G| ADTS
Age (years) 0.10 | 0.24* | 0.16 | -0.07 |-0.23* |-0.22*| -0.15 [ 0.12| -0.09 | -0.18 | -0.21* | -0.14 | -0.06
Time since menopause
(years)® 0.02 | 0.04 | -0.04 | -0.16 | -0.08 |-0.15| -0.10 |-0.06| -0.11 | -0.13 | -0.10 | -0.04 | -0.19
Anthropometric
parameters and body
composition
BMI (kg/m?) 0.62***|0.54***|10.57***| 0.06 | 0.12 | 0.05| 0.11 [0.02| -0.12 | -0.10 | 0.13 | -0.02 | 0.21*
Waist Circumference (cm)® [0.49***|0.41***|0.56***| 0.02 | 0.15 | 0.12 | 0.15 |-0.03| -0.11 | -0.02 | 0.19 | 0.05 | 0.23*
Waist-to-hip ratio 0.13 | 0.07 |0.33**| -0.10 | 0.02 | 0.06 | 0.09 |-0.16( -0.12 | -0.10 | 0.01 | -0.02 | 0.15
Fat-free mass (kg)" 0.16 | 0.19 | 0.23* | 0.12 | 0.28* |0.31*| 0.29* |-0.07| 0.08 | 0.24* | 0.28* | 0.22* | 0.19
Fat mass (kg)° 0.53***|0.50***|0.49***| 0.10 | 0.18 | 0.09 | 0.11 [0.05| -0.07 | -0.01 | 0.17 | 0.06 | 0.17
%Body fat’ 0.56***|0.51***|0.48***| 0.08 | 0.10 | 0.01 | 0.03 |0.08| -0.10 | -0.08 | 0.10 |-0.0002| 0.13
Adipose tissue area (cm?)
Subcutaneous® 0.57***|0.50***|10.49***| 0.11 | 0.14 | 0.08 | 0.13 [0.08| -0.05 | 0.05 | 0.25* | 0.09 | 0.26*
Visceral® 0.42***| 0.30* |0.47***| 0.01 | 0.07 | 0.07 | 0.08 (-0.02| -0.11 | -0.06 | 0.08 | 0.02 | 0.15
Mid-thigh® 0.60***|0.56***|0.42***| 0.19 | 0.18 | 0.12 | 0.16 [0.21*| 0.09 | 0.04 | 0.26* | 0.13 | 0.30*
Metabolic parameters
IAUC glucose (mM x min) 0.17 | 0.17 |0.34**| -0.12 | 0.004 |-0.04| 0.09 |-0.13| -0.06 | -0.11 | 0.05 | 0.06 | 0.15
IAUC insulin (mM x min)® 0.07 | 0.002 | 0.10 | -0.09 | -0.05 |-0.03| -0.04 |-0.05| -0.06 | -0.21*| -0.14 | -0.07 | 0.03
IAUC c-peptid (mM x min) 0.02 | -0.04 | 0.04 | -0.04 | -0.03 |-0.01| 0.03 |-0.12| -0.02 | -0.11 | 0.02 | 0.03 | 0.09
Fasting free fatty acid (mM)* | 0.25* | 0.31* | 0.20* | -0.02 | -0.04 |-0.16| -0.11 |0.08| -0.10 | -0.17 | 0.02 | -0.06 | -0.13
Insulin sensitivity (M)’ -0.36**| -0.29* |-0.38*** 0.005 | -0.04 | 0.02 | -0.05 |-0.02| 0.10 | 0.14 | -0.04 | -0.09 | -0.16
Insulinogenic index (IGI)° -0.09 | -0.13 | -0.14 | 0.01 | -0.05 [-0.004| -0.10 [0.04| -0.04 | -0.13 | -0.11 | -0.11 | -0.05
Disposition Index (DI)° 0.12 | 0.06 | 0.11 | -0.01 | -0.05 |-0.04| -0.05 | 0.03| -0.10 | -0.17 | -0.04 | -0.03 | 0.04
Adipo-IR° 0.28* | 0.24* | 0.29* | 0.002 | -0.07 |-0.07| -0.06 [0.02| -0.12 | -0.13 | 0.06 | -0.01 | 0.01
Triglycerides (nM) 0.31* | 0.27* | 0.36**| 0.09 | 0.07 | 0.08 | 0.08 |-0.01| -0.15 | 0.04 | 0.07 | 0.05 | 0.06
VLDL-cholesterol (nM) 0.30* | 0.26* | 0.33**| 0.13 | 0.13 | 0.13 | 0.11 |0.03| -0.08 | 0.05 | 0.11 | 0.08 | 0.10
VLDL-triglycerides (nM) 0.31* | 0.27* | 0.36**| 0.09 | 0.09 | 0.08 | 0.09 |0.002| -0.14 | 0.02 | 0.08 | 0.07 | 0.08
LDL-cholesterol (nM) -0.10 | -0.15 | -0.13 | -0.15 | -0.16 |-0.17| -0.19 |-0.12| -0.22* | -0.06 | -0.11 | -0.18 |-0.21*
LDL-triglycerides (nM) 0.14 | 0.12 | 0.22* |-0.002 | -0.02 |0.003| 0.05 |-0.16| -0.16 | 0.03 | 0.001 | -0.06 | -0.03
HDL-cholesterol (nM) -0.23*| -0.11 | -0.22* | -0.04 | -0.13 |-0.13| -0.14 |0.12]| 0.002 |-0.0006| -0.15 | -0.11 | -0.09
HDL-triglycerides (nM) 0.24* | 0.30* | 0.25* | 0.14 | -0.05 |0.003| -0.08 {0.03| -0.18 | 0.02 | 0.02 | -0.10 | -0.04
hs-CRP (mg/L)° 0.52***|0.46***|0.40***| 0.13 | 0.12 | 0.10 | 0.11 [0.07| -0.02 | -0.11 | 0.08 | 0.07 | 0.06
IL-6 (pg/mL)? 0.29* | 0.25* | 0.32* | 0.01 | 0.04 |0.002| -0.05 {0.03| -0.11 | -0.18 | -0.03 | -0.15 | -0.06
TNF-a (pg/mL) 0.13 | 0.15 | 0.22* |-0.003 | -0.06 |-0.09| 0.02 |0.09| -0.15 | -0.07 | -0.08 | -0.13 | 0.02
Adiponectin (ug/mL) -0.20* | -0.19 |-0.35**| -0.13 | -0.22* |-0.27*| -0.26* | 0.07| 0.03 | -0.07 | -0.16 | -0.14 | -0.19

p< 0.0001, p <0.001, p <0.05. 2n=100, ° n=98, °n=96, “n=93, ®n=97, 'n=99.Abbreviations: E2, estradiol;
E1, estrone; E1-S, estrone-sulfate; A4, androstenedione; A5, androstenediol; DHEA, dehydroepiandrosterone;
ETIOG,
ethiocholanolone-glucuronide ; ADTG, androsterone-glucuronide; AD17G; androstanediol-glucuronide; ADTS,
androsterone-sulfate; BMI, Body mass index; IAUC: incremental area under the curve; adipo-IR, adipose
tissue insulin resistance index; VLDL: very-low-density lipoproteins; LDL: low-density lipoproteins; HDL: high-
density lipoproteins; hs-CRP: high sensitive C-reactive protein; IL-6: interleukin-6; TNF-a: tumor necrosis
factor alpha. All metabolic variables except age, waist circumference, body fat percentage, adipose tissue
areas, free fatty acids and LDL-cholesterol were transformed. Time since menopause, IAUC, MI, Adipo-IR,
triglycerides, IL-6 and TNF-a were transformed with the Box Cox formula while the others were log-
transformed. All steroid levels were log-transformed, except E2, T, DHEAS and ADTS, which were
transformed with the Box-Cox formula.

DHEAS,

dehydroepiandrosterone-sulfate;

T:

testosterone;

Y4

DHT,

dihydrotestosterone;



Table 3. Multivariate regression models establishing the contribution of each

estrogen and body fat percentage to the variance in metabolic parameters

E2 E1 E1-S

r’ p-value r’ p-value r’ p-value
Model 1 — IAUC glucose
Estrogen - - - - 0.1 0.001
Percent fat - - - - 0.01 0.25
Model 2 - fasting FFA
Estrogen 0.0006 0.79 0.02 0.18 0.0004 0.84
Percent fat 0.17 < 0.0001 0.17 <0.0001 0.17 < 0.0001
Model 3 - MI
Estrogen 0.01 0.25 0.003 0.57 0.03 0.05
Percent fat 0.19 < 0.0001 0.19 <0.0001 0.19 < 0.0001
Model 4 - Adipo-IR
Estrogen 0.0006 0.79 0.002 0.63 0.0007 0.78
Percent fat 0.22 < 0.0001 0.22 <0.0001 0.22 < 0.0001
Model 5- TG
Estrogen 0.10 0.002 0.02 0.17 0.15 0.0001
Percent fat 0.02 0.16 0.08 0.004 0.01 0.20
Model 6 - VLDL-C
Estrogen 0.09 0.002 0.07 0.01 0.12 0.0004
Percent fat 0.01 0.30 0.02 0.14 0.01 0.31
Model 7 - VLDL-TG
Estrogen 0.10 0.002 0.02 0.18 0.14 0.0001
Percent fat 0.02 0.18 0.08 0.004 0.01 0.21
Model 8 - LDL-TG
Estrogen - - - - 0.07 0.01
Percent fat - - - - 0.0008 0.78
Model 9 - HDL-C
Estrogen 0.006 0.43 - - 0.009 0.33
Percent fat 0.07 0.01 - - 0.07 0.01
Model 10 - HDL-TG
Estrogen 0.07 0.008 0.08 0.001 0.08 0.004
Percent fat 0.01 0.30 0.007 0.41 0.01 0.25
Model 11 - hs-CRP
Estrogen 0.04 0.02 0.03 0.02 0.01 0.15
Percent fat 0.37 < 0.0001 0.37 <0.0001 0.37 < 0.0001
Model 12 - IL-6
estrogen 0 0.97 0 0.95 0.009 0.29
Percent fat 0.25 < 0.0001 0.25 <0.0001 0.25 < 0.0001
Model 13 — Estrogen
L4-L5 visceral fat area 0.0001 0.91 0.01 0.24 0.02 0.13
Percent body fat 0.30 < 0.0001 0.24 < 0.0001 0.23 < 0.0001

In each model, the metabolic parameter was used as the dependent variables. Percent body fat and the
estrogen level was used as the independent variables. In model 13, the dependent variable was the estrogen

level and the independent variables were L4-L5 visceral fat area and percent body fat.Models were not
computed if the univariate correlations were not significant.
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Figure headings

Figure 1: Markers of glucose tolerance, insulin sensitivity and metabolic
homeostasis as a function of circulating E2 concentration tertiles. (A) Oral glucose
tolerance test (OGTT); (B) hyperinsulinemic-euglycemic clamp; (C) Insulin
sensitivity indices; (D) blood lipids; and (E) circulating adipokines. Basic
characteristics for tertiles 1, 2 and 3 respectively are: (meantSD) 574, 584 and
575 years of age; 62.5+8.3, 71.1£9.2 and 79.2+13.5 kg total body weight;
82.9+10.5, 90.0+£8.4 and 96.4+12.1 cm waist circumference; 24.8+3.0, 27.4+3.4
and 31.5+5.1 kg/m? BMI. FFA: free fatty acids; MI: insulin sensitivity as measured
during the clamp; IGI: insulinogenic index; DI: disposition index; Adipo-IR: adipose
tissue insulin resistance index; TG: triglycerides; VLDL-C: very-low-density
lipoprotein cholesterol; VLDL-TG: very-low-density lipoprotein triglycerides; HDL-
TG: high-density lipoprotein triglycerides; hs-CRP: high sensitivity C-reactive
protein; IL-6: interleukin 6 *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001 ****p<0.0001

Figure 2: Markers of glucose tolerance, insulin sensitivity and metabolic
homeostasis as a function of circulating E1 concentration tertiles. (A) OGTT; (B)
hyperinsulinemic-euglycemic clamp; (C) Insulin sensitivity indices; (D) blood lipids;
and (E) circulating adipokines. Basic characteristics for tertiles 1, 2 and 3
respectively are: (meantSD) 5614, 57+5 and 5814 years of age; 63.8+8.9,
71.2£10.9 and 77.9+13.4 kg total body weight; 84.0+10.9, 89.5+11.1 and
94.8+10.8 cm waist circumference; 24.9+3.1, 27.9+4.1 and 30.9+5.0 kg/m? BMI.
*p<0.05 **p=<0.01 ***p=<0.001 ****p<0.0001

Figure 3: Markers of glucose tolerance, insulin sensitivity and metabolic
homeostasis as a function of circulating E1-S concentration tertiles. (A) OGTT; (B)
hyperinsulinemic-euglycemic clamp; (C) Insulin sensitivity indices; (D) blood lipids;
and (E) circulating adipokines. Basic characteristics for tertiles 1, 2 and 3
respectively are: (meantSD) 5714, 57+5 and 574 years of age; 64.1+10.4,
69.7+9.8, 79.2+12.5 kg total body weight; 82.7+10.4, 87.7+9.4 and 97.9+£10.1 cm
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waist circumference; 25.0+£3.6, 27.3+3.4 and 31.4+4.8 kg/m2 BMI. *p=<0.05 **p=<0.01
***p<0.001 ****p<0.0001

Figure 4: Pairwise correlations between plasma E2, E1 as well as E1-S and
metabolic parameters, before and after statistical adjustment for body fat mass

percentage. Vertical dotted line represent significance thresholds. MI: insulin
sensitivity.
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Figure 2
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Figure 3

A.OGTT

—

600:

S
[=]
=]

IAUC (mM x min)
N
o
o

*k
—

T

[}
Glucose

IAUC (pM x min)

6x10%

4x10°%:

2x10%

D. Lipid profile

2.07
1.5-
Z1.01

0.5

0.0-

-

TG

B. Clamp
0.8: - T, 0.020
T — 5‘ *k
0.6: s 2 0015 L
=
£ 0.4 E 0.010: .
0.2 i 0.005:
9
g 0.000
0.0 X
Insulin  C-peptide FFA mi
E. Cytokines
6" *kkk 2_5-
*kkk h
** — 2.0
- I
- E1'5'
T > =
E 21.04
* 2 |
- 0.5
..._ 0- 0.0-
VLDL-TG HDL-TG hs-CRP

VLDL-C

63

C. Insulin sensitivity indices

250 3x10
200 I
150 2x10
T
100
1%10'
50
e S
M E1-S Tertile 1
= B E1-S Tertile 2
— E1-S Tertile 3
T
IL-6

*k

60 Lo |
T
40
20
0
Adipo-IR



Figure 4
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Chapitre 2 : Les taux de stéroides circulants et le
phénotype du tissu adipeux chez la femme
préménopausée
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phenotype in premenopausal women
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Il est présentement disponible en prépublication sous forme électronique.

65



Résumé

La relation entre les altérations reliées a I'obésité et le profil circulant d’hormones
stéroidiennes demeure équivoque chez la femme. Notre objectif est d’identifier les
stéroides circulants associés a une augmentation de I'adiposité et une dysfonction
adipeuse chez les femmes préménopausées. Dans un échantillon de 42 femmes
préménopausées (age 46+3 ans; IMC 27,1+4,2 kg/m?), 19 stéroides plasmatiques
ont été quantifies par ESI-LC-MS/MS. La composition corporelle et la distribution
des graisses ont été mesurées par absorptiométrie biphotonique a rayons X et par
tomodensitométrie, respectivement. Des marqueurs de fonction adipocytaire tels
que la distribution de la taille des adipocytes, I'atténuation radiologique et
l'infiltration de macrophages ont aussi été analysés dans des échantillons de tissus
adipeux sous-cutané et viscéral obtenus chirurgicalement. Plusieurs corrélations
négatives ont été observées entre des mesures d’adiposité telles que I'IMC, le
pourcentage de gras ou l'aire de tissu adipeux abdominal totale et les niveaux
plasmatiques d’androsténedione (r=-0,33 a -0,39; p<0,04), d’androstérone (r=-0,30
a -0,38; p<0,05) et du précurseur stéroidien prégnénolone (r=-0,36 a -0,46;
p=<0,02). Une hypertrophie adipocytaire viscérale a été observée chez les patientes
avec un taux faible de prégnénolone (p<0,05). L’atténuation radiologique du tissu
adipeux viscéral, un marqueur potentiel de la taille adipocytaire, était aussi
positivement corrélée avec la concentration de prégnénolone (r=0,33; p<0,05). Des
niveaux faibles de prégnénolone étaient reliés a une augmentation de [l'infiltration
de macrophages dans le tissu adipeux viscéral et sous-cutané (p<0,05). Les
niveaux plasmatiques d’androgénes et de leurs précurseurs étaient plus faibles
chez les femmes ayant une plus grande adiposité et une hypertrophie adipocytaire
viscérale. Un taux faible de prégnénolone circulante pourrait étre un marqueur de

dysfonction adipocytaire.
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Abstract

Background: Obesity-related alterations in the circulating steroid hormone profile
remain equivocal in women. Our objective was to identify circulating steroid levels
that relate to increased adiposity and altered adipose phenotype in premenopausal
women. Materials and methods: In a sample of 42 premenopausal women (age
46+3 years; body mass index (BMI) 27.1+4.2 kg/m?), 19 plasma steroids were
quantified by electrospray ionization-liquid chromatography-tandem mass
spectroscopy (ESI-LC-MS/MS). Body composition and fat distribution were
assessed by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA) and computed tomography
(CT), respectively. Markers of adipose tissue function including adipocyte size
distributions, radiological attenuation and macrophage infiltration were also
analyzed in surgically obtained visceral and subcutaneous fat samples. Results:
Many negative correlations were observed between adiposity measurements such
as BMI, body fat percentage or total abdominal adipose tissue area and plasma
levels of androstenedione (A4) (r=-0.33 to -0.39, p<0.04), androsterone (ADT) (r=-
0.30 to -0.38, p<0.05) and plasma levels of steroid precursor pregnenolone
(PREG) (r=-0.36 to -0.46, p<0.02). Visceral adipocyte hypertrophy was observed in
patients with low PREG concentrations (p<0.05). Visceral adipose tissue radiologic
attenuation, a potential marker of adipocyte size, was also positively correlated
with PREG levels (r=0.33, p<0.05). Low levels of PREG were related to increased
number of macrophages infiltrating visceral and subcutaneous adipose tissue
(p<0.05). Conclusion: Plasma levels of androgens and their precursors are lower
in women with increased adiposity and visceral adipocyte hypertrophy. Low
circulating PREG concentration may represent a marker of adipose tissue

dysfunction.

Keywords: adipocyte, androstanes, computed tomography
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Introduction

Excess fat accumulation on anatomical structures such as the greater omentum or
mesentery, termed visceral obesity, is associated with dyslipidemia, insulin
resistance and a chronic, low-grade inflammatory state in both men and women
[1]. Visceral obesity also closely relates to many markers of altered adipose tissue
function including adipocyte hypertrophy [2], low X-ray attenuation [3] and
macrophage infiltration [4].

The sex dimorphism in body fat distribution, with predominant visceral fat
accumulation in men compared to women [1, 5-8] suggests an important role of
sex steroid hormones. But how endogenous steroid hormone levels relate to body
fatness, fat distribution and markers of adipose tissue dysfunction remains poorly
understood, especially in women. A general assumption is that abdominal, visceral
obesity in women is associated with high circulating levels of androgens [9-12], but
this conclusion mainly reflects observations in women suffering from the polycystic
ovary syndrome (PCOS), a condition that may not be comparable to that of women
without androgen excess [13]. Studies in non-PCOS women with abdominal
obesity have yielded widely conflicting results, as we critically reviewed in [14]. We
concluded that methodological limitations as well as variation in study design make
it impossible to draw clear conclusions regarding the relation between androgens
and adiposity or body fat distribution in women [14]. Among the small number of
studies available on dihydrotestosterone (DHT) and androstenedione (A4), the
levels of these steroids were either negatively related or unrelated to
measurements of abdominal adiposity [14]. Discrepancies in the literature were
also observed regarding the relationship between total adiposity, often estimated
with the body mass index (BMI), and circulating androgens in women. Some
studies observed a positive relationship between testosterone (T) and BMI [15, 16]
while others did not [17, 18]. No association was observed between BMI and other
androstanes, such as A4 and dehydroepiandrosterone sulfate (DHEAS) [16-18],
except one study which showed a positive relation with DHEAS [15]. In studies
using more precise methods for adiposity estimation, namely dual-energy X-ray
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absorptiometry (DXA) [19] or bioimpedance [20] and liquid chromatography
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) for steroid measurements [21], no
association was observed between total adiposity and levels of T [19, 21] or other
androstanes [20]. Further studies are clearly needed to address discrepancies in
the circulating steroid hormone profile of healthy women as a function of total or

regional adiposity measurements.

In this study, we examined the circulating steroid hormone profiles of
premenopausal women to investigate their association with total adiposity, fat
distribution and markers of visceral as well as subcutaneous adipose tissue
dysfunction. Based on available data [14] and a previous investigation [22], we
tested the hypothesis that body fatness and adipose tissue dysfunction markers
relate negatively to circulating levels of steroid precursors as well as androgen and
androgen metabolite levels.
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Subjects and methods

Subjects

Fifty-nine women scheduled for total hysterectomies, with or without salpingo-
oophorectomy or cauterization of endometrial lesions were recruited. Women
receiving oral contraceptives interrupted their treatment at least 4 weeks before
blood sampling. Women suffering from cancer, Cushing syndrome,
hyperthyroidism, diabetes, PCOS, having important weight variation in the past
year, and who were younger than 35 or older than 60 years, were excluded. All
subjects provided written informed consent in accordance to the Ethics Committee
of CHU de Québec Medical Center-Université Laval. Menopausal status was
determined with a questionnaire and plasma follicle stimulating hormone levels
measured using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) (ALPCO, Salem,
USA). Postmenopausal women and women receiving gonadotropin-releasing
hormone agonist treatment (n=17) were excluded, which allowed 42

premenopausal women for analyses.

Body composition and fat distribution

Body fat mass, fat percentage and lean body mass values were obtained by DXA
using a Hologic QDR-4500A densitometer and Whole-body fan beam software
V8.269:3 (Hologic, Bedford, MA). Computed tomography (CT) was used as
previously described [23] for subcutaneous and visceral adipose tissue cross-
sectional area measurements with a GE Light Speed 1.1 CT scanner (GE Medical
Systems, Milwaukee, WI). An attenuation range of -190 to -30 Hounsfield units was
used for quantification of adipose tissue. Mean adipose tissue attenuation was also
assessed as a marker of adipose tissue radiological density [3].

Steroid hormone quantification

Plasma samples were used for the analysis of the following 19 steroids which were
quantified using an extended version of the Absolute/DQ™ Stero17 Kit and liquid
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chromatography with electrospray ionization tandem mass spectrometry (ESI-LC-
MS/MS): aldosterone (A), A4, androsterone (ADT), corticosterone (CORT), cortisol
(F), cortisone (E), 11-deoxycorticosterone (11-DOC), 11-deoxycortisol (11-deoxy),
dehydroepiandrosterone  (DHEA), ¥ DHEAS, DHT, estradiol, estrone,
etiocholanolone (Et), 17a-hydroxyprogesterone (17-OH-P), progesterone, T,
pregnenolone (PREG), pregnanediol. Detailed methods were previsouly described
[24]. Assay validation was performed by the manufacturer according to FDA
guidelines [25]. All steroid values were above the lower limit of quantification
(LLOQ) except for the following: 14 participants for 11-DOC, 19 participant for Et
and 10 participants for DHT. Estradiol, estrone, progesterone and pregnanediol
were not examined due to potential menstrual cycle variation. Mean + standard
deviation (SD) plasma levels of circulating steroids in our sample were 2863+1451
nM for DHEAS, 10.0+7.5 nM for DHEA, 2.5+1.2 nM for A4, 0.7+0.2 nM for ADT,
0.3+0.3 nM for Et, 0.54+0.36 nM for T, 0.40+0.26 nM for DHT, 4.5+2.7 nM for
PREG, 2.3+1.9 nM for 17-OH-P, 0.16+£0.12 nM for 11-DOC, 0.821+0.59 nM for 11-
deoxy, 13.1£12.0 nM for CORT; 0.61£0.36 nM for A; 585.91219.8 nM for F and
64.7£15.9 nM for E.

Plasma cytokines

Plasma Interleukin 6 (IL-6) and tumor necrosis factor alpha (TNF-a) levels were
measured with Quantikine HS ELISA kits (R&D, Minneapolis, MN, USA). Plasma
leptin and adiponectin levels were analyzed with Human Leptin kit (EMD Millipore,
St.Charles, MI, USA) and Human adiponectin ELISA kit (B-Bridge, Japan)
respectively. Microplates were read with the Infinite M1000 (Tecan, Mauriceville,
NC, USA).

Adipose tissue sampling, cell sizing and macrophage infiltration

measurements

Subcutaneous fat samples were collected in the lower abdomen at the surgical
incision site. Visceral fat samples were taken from the distal portion of the greater

omentum. Adipocyte diameters were determined in a subsample (n=28) by
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histological analysis [26]. Briefly, 50-100 mg of the tissue was fixed in formalin,
paraffin-embedded and mounted on histological slides and hematoxylin/eosin-
stained or used for macrophage detection with immunohistochemical detection
(see section below). The slides were scanned at 20X magnification using a
NanoZoomer Hamamatsu scanner (Hamamatsu Photonics, KK, Systems Division).
The smallest and the largest diameters of 250 adipocytes per sample were
manually measured using CaloPix software (Tribvn, Chatillon, France) and the

mean of theses two values was used for analyses.

Total macrophage number (defined by the number of CD68+ cells) was assessed
on a population subsample (n=28). Immunohistochemical detection was performed
with the avidin-biotin peroxidase method (ABCYS Biospa, Milan, ltaly) [27] and
staining visualization with diaminobenzidine (Dako Cytokation). Macrophage
infiltration was expressed as the number of macrophages per 100 adipocytes.

Details of the measurement method were previously published [28, 29].

Statistical analyses

Participants were subdivided in subgroups of BMI [lean (<25 kg/m?), overweight
(25-29.9 kg/m?) or obese (=30 kg/m?)]. Comparison of steroid levels among these
subgroups was performed with analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s honest
significant difference (HSD) post-hoc test. Pairwise correlation coefficients were
computed to assess associations between plasma hormone levels and adiposity
measurements. For steroids that were significantly related to multiple adiposity
measurements, the sample was subdivided in 2 subgroups based on median of the
distribution of each steroid. The Kolmogorov-Smirnov test was used to investigate
the differences in adipocyte diameter distributions between the low and high
steroid subgroups. Student’s t tests were used to assess the difference between
these subgroups for cytokines and macrophage infiltration. Variables with a non-
normal distribution as determined by a Shapiro-Wilk test were log10- or Box-Cox-
transformed. Distributions of attenuation measurements could not be normalized.

Spearman’s rank correlations were computed to investigate the relationship
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between these variables and plasma steroid levels. Statistical analyses were
performed with JMP and SAS software (SAS Institute, Cary, NC, USA).
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Results

Study population characteristics and BMI-related differences

Anthropometric and metabolic characteristics of the participants are shown in
Table 1. A large range of BMI and other adiposity values was observed, but
women were slightly overweight on average. Plasma levels of selected steroids in
BMI subgroups are shown in Figure 1. Several steroids tended to be reduced with
increasing BMI, and significance was reached for A4 and PREG. A trend was
observed for T. No other steroids were different as a function of BMI categories

(not shown).

Adiposity measurements and androgen or androgen precursor/metabolite
levels

Correlations observed between plasma steroid concentrations and total or regional
adiposity measurements and adipocyte mean diameters are shown in Tables 2
and 3. Several negative correlations were found between adiposity measurements
and plasma levels of A4. DHEA and ADT were negatively correlated with waist
circumference and ADT level was also negatively correlated with abdominal
subcutaneous fat area. DHT was negatively correlated with percent body fat and a
trend was observed with BMI. Trends for negative correlations were observed
between DHEAS, DHEA or T and some adiposity measurements. Interestingly,
visceral adipocyte cell size was negatively correlated with plasma levels of A4 and
T while no correlation was observed with subcutaneous adipocyte cell size. A trend
for a negative correlation was also observed between ADT or DHT level and

visceral adipocyte diameter.

Adiposity measurements and circulating steroid precursors,
mineralocorticoids or glucocorticoids

Circulating levels of steroid precursor PREG were significantly and negatively
correlated with all adiposity measurements, including visceral and subcutaneous

fat area. 17-OH-P showed no significant correlation with adiposity indices, but a
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trend for a negative correlation was found with BMI. Trends for negative
associations were also observed between plasma levels of mineralocorticoid
precursor 11-DOC and BMI or abdominal subcutaneous fat area. Mean adipocyte
diameter was not associated with these steroids, except for a trend for a negative
correlation between visceral adipocyte size and PREG level. No significant
correlation was observed between anthropometric parameters or mean adipocyte

diameters and C21 steroid levels.

Markers of adipose tissue function

Additional significant associations between levels of androstanes and markers of
adipose tissue dysfunction were observed. A trend was observed in visceral
adipocyte size distribution for T and DHT, where the adipocyte size distribution
seemed shifted to the right in the low T and DHT subgroups (p<0.10, data not
shown). This suggests a tendency for adipocyte hypertrophy in the visceral fat
compartment with low circulating T and DHT. A significantly higher macrophage
infiltration in visceral fat was also detected for the lower circulating ADT subgroup
(p<0.05). None of these results were observed in the subcutaneous fat depot.
Plasma leptin concentration was significantly higher in the low DHT and low A4
subgroup (p<0.05, data not shown). No other trend or significant association was

detected for androstanes as a function of adipose tissue function markers.

Regarding the low- and high-PREG subgroups (Figure 2) a shift to the right in
visceral adipocyte size distribution was observed in the low PREG level subgroup.
A significant positive correlation between PREG and visceral adipose tissue
attenuation was also found, consistent with the previous finding that low radiologic
attenuation is a marker of adipocyte hypertrophy. Even if no significant difference
was observed in circulating leptin, macrophage infiltration in visceral and
subcutaneous adipose tissue was higher in participants with lower circulating
PREG levels. None of these results were observed in subcutaneous adipose

tissue.
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Discussion

We assessed plasma steroid profile alterations in relation to obesity, body fat
distribution and markers of adipose tissue function in premenopausal women. We
hypothesized that body fatness and adipose tissue dysfunction markers relate
negatively to circulating levels of steroid precursors as well as androgen and
androgen metabolite levels. Our findings partly confirmed our initial hypothesis. We
found that increased total adiposity was associated with lower levels of androgens,
androgen precursors or metabolites, including A4 and ADT as well as adrenal
steroid precursor PREG. In general, this circulating steroid profile was more closely
related to markers of total body fat accumulation rather than specific abdominal or
visceral fat accumulation. Yet, the association of low PREG levels with markers of
adipose tissue dysfunction was more pronounced in visceral fat, even if higher
macrophage infiltration was also detected in subcutaneous fat tissue in the low-
PREG subgroup.

Available literature shows that circulating androgen levels are low in obese or
abdominally obese men (reviewed in [14]). This association is much more
equivocal in women [14]. Negative relationships between circulating DHT levels in
women and adiposity indices have been reported [14], including in one women
sample from our group [30]. Even if the DHT levels were negatively associated with
only on adiposity measurements (percent body fat), some adipose tissue function
markers were still negatively related to DHT, namely leptin level and visceral
adipocyte diameter distribution. The current analysis was done in a sample of
women that was different from those previously studied, and hormone level
measurements were performed in a different center with a distinct methodological
approach, thereby excluding technical issues related to steroid hormone level
measurements. We also report here that total T levels were not increased with
visceral obesity. Considering our clear failure to find increased circulating androgen
levels in abdominally obese women from two completely distinct samples, the
generalized assumption that high androgen levels are associated with an android
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body fat distribution pattern should be critically re-examined, at least in women

without androgen excess.

Despite significantly higher adiposity in women with lower androgens and
precursors, not all adipose tissue function markers (notably cytokine plasma
concentrations) were significant correlates of steroids in the present study. Yet,
adipocyte diameter frequency distribution, a marker of adipose tissue function [31],
was shifted toward adipocyte hypertrophy with low circulating levels of PREG.
PREG level was also positively correlated with visceral adipose tissue radiologic
attenuation. Our group previously reported a negative correlation between
attenuation and adipocyte size, suggesting that attenuation could actually reflect
adipocyte size [3]. We also observed lower macrophage numbers in visceral and
subcutaneous adipose tissue in women with high PREG levels. The physiological
mechanism underlying these associations remains unknown. Leptin has been
shown to inhibit steroidogenic acute regulatory (StAR) protein both at the mRNA
and protein levels in primary rat adrenocortical cells without affecting the
expression of the P450 side-chain cleavage enzyme [32], which would be
consistent with the present findings. In addition, leptin deficient mice have fatty
ovaries with low StAR protein also suggesting impaired ovarian steroidogenesis in
the obese state [33]. However, findings are not unanimous. Adipocyte-conditioned
medium as well as IL-1[3, the latter which is frequently increased in the obese state,
were found to stimulate StAR and/or steroidogenesis in adrenocortical cells [34,
35]. More studies are needed to clarify the mechanistic basis of the associations
observed in the present study.

Conflicting results in the literature may arise from methodological issues.
Immunoassays used in the majority of studies are less reliable to measure
androgens in women than GC- or LC-MS/MS [36]. Furthermore, the populations
examined may be difficult to compare. Some studies included hyperandrogenic
women while others did not. Obesity level and menopausal status of the samples
may also have led to conflicting results [37, 38]. The effect of age per se may also
influence findings owing to age-related decreases in DHEA, A4 and T, which are
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concomitant with increased central fat accumulation, supporting the possibility that
low androgen levels would be observed in women with high adiposity [39, 40]. Our
sample had a mean age of 45.8+3.4 years (i.e. late premenopausal age range),
which may explain some discrepancies with studies in younger premenopausal
women [38, 41]. Moreover, most studies described the relation between T or free T
with adiposity, but few studies examined other circulating androgens [14]. In the
scant data available, other androgens do not seem to be positively linked to
increased adiposity [14]. The frequent observation that free T is positively
correlated with adiposity in women could be partly explained by the well-known
inverse relation between sex-hormone binding globulin (SHBG) and abdominal
adiposity [14], this transporter often being used to estimate the unbound T fraction.
Our study detected no association between T and adiposity indices, except for a
negative trend with visceral adiposity. It cannot be excluded that previous studies
reporting no association between T and adiposity could have yielded results similar
to ours, had they assessed a full steroid profile as opposed to T levels alone.

Low A4 concentration was also related to higher macrophage number in visceral
adipose tissue. Limited power may have impaired our ability to detect significant
differences in macrophage infiltration in stratifications based on other steroids.
Published data on the association between circulating androgens and adipocyte
size are scarce. Two studies did not find any association between total T, A4,
DHEAS and adipocyte size in women [42, 43], whereas one study observed a
positive correlation between percent free T and fat cell volume [43]. More studies
are needed to evaluate the functional impact of androgens on adipose tissue

function.

Circulating androgen metabolites are interesting measures of androgenicity or
overall androgen exposure. It has been observed that levels of 5a-androstane-
3a,17p-diol-glucuronide, a metabolite of DHT, are positively associated with
visceral fat accumulation in men [44]. Moreover, consistent with the notion of an
origin in adipose tissue, levels of this metabolite increase with weight gain [45], and
decrease with weight loss [46]. Unfortunately, 3a-reduced metabolites could not be
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examined in the present study. Further investigation will be needed to address this

question in women.

This study has some limitations. To gain access to intra-abdominal adipose tissue,
women were recruited through a gynecological surgery schedule and were not all
cycling normally. However, apart from their gynecological condition, they were
generally healthy and showed no sign of PCOS. Abnormal menstrual cycling was
then assumed to result from gynecological anomalies. The small sample also
represents a limitation of this study. The limited number of participants in the obese
class Il and Ill also limits the conclusion regarding this specific population.
However, considering the important difficulties of accessing human adipocytes, we
suggest that our study brings a significant contribution to the scant literature on
circulating androgens and adipose tissue function markers in women. Trends were
observed between some steroids and adiposity measurements, which may be
related to sample size. These near-significant results support the main finding of
the study that increased overall adiposity, rather visceral fat accumulation, is
related to lower levels of androgens and adrenal steroid precursors in
premenopausal women. This study is based on precise measurement techniques
in a non-PCOS population and emphasizes the need to critically revise the general
assumption that higher circulating androgen concentrations are found in

conjunction with abdominal obesity in women.
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Figure headings
Figure 1: Plasma steroid concentrations as a function of BMI categories. BMI units
in kg/m? *p<0.1 **p=<0.05 ***p=<0.01

Figure 2: Visceral adipocyte diameter distributions in low-versus-high PREG
subgroups (A), correlations between PREG and visceral attenuation (B) and
markers of adipose tissue function in the low-versus-high PREG subgroups (C).
Visceral adipocyte diameter and macrophages: n=13 in each group; Leptin: n=21
in each group; *p<0.1 **p=<0.05 ***p=<0.01.
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Figure 2
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Table 1. Population characteristics (n=42)

Mean + SD Range (min-max)

Age (years) 458 = 34 38.2-52.3
Anthropometrics and body composition

Waist circumference (cm) 927 * 113 72.5-123.5
BMI (kg/m?) 271 = 42 20.2-37.0
Fat mass (kg) 255 + 73 12.4-43.6
Lean body mass (kg) 432 = 4.9 35.6 - 55.3
Total body fat percentage (%) 3563 £ 5.0 22.7-43.9

Abbreviations: BMI, body mass index; SD: standard deviation.
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Table 2. Pairwise correlation coefficients between circulating levels of androgens,
androgen precursors or metabolites and adiposity measurements

DHEASDHEA" A4 ADT Et* T DHT
Anthropometrics parameters

BMI -0.17 -0.30°-0.38° -0.23 -0.11 -0.10 -0.32°
Waist circumference -0.24 -0.36"-0.38°-0.38°-0.10 -0.15 -0.23
Percent body fat -0.29° -0.28°-0.39" -0.28°-0.16 -0.06 -0.372
Abdominal tissue areas

Subcutaneous’ -0.20 -0.28°-0.33°-0.30°-0.13 -0.08 -0.27
Visceral' -0.05 -0.17 -0.35°-0.26°-0.10 -0.26 ° -0.16
Adipocyte mean diameters

Visceral? -0.21 -0.24 -0.45°-0.34°-0.10 -0.48 @ -0.36°
Subcutaneous® -0.20 -0.13 -0.30 -0.28 -0.04 -0.29 -0.15

2 p< 0.01 °p £ 0.05 % < 0.1. 'n=41 *n=28 *n=36 *n=38. Abbreviations: DHEAS,
dehydroepiandrosterone sulfate; DHEA, dehydroepiandrosterone; A4, androstenedione;
ADT: androsterone; Et: etiocholanolone; T: testosterone; DHT, dihydrotestosterone. BMI and
visceral abdominal tissue area were log-transformed. All steroid levels were log-transformed,
except DHT which was transformed with the Box Cox formula.
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Table 3. Pairwise correlation coefficients between circulating levels of adrenal
steroid precursors, mineralocorticoids or glucocorticoids and adiposity
measurements

PREG | 17-OH-P [11-DOC | 11-deoxy | CORT A° F E

Anthropometric parameters

BMI -0.43%| -0.26° | -0.26° -0.19 -0.21 {-0.02|-0.07 | -0.05
Waist circumference -0.46%| -0.24 -0.22 -0.17 -0.14 |-0.12|-0.11| -0-16
Percent body fat -0.36°| -0.19 -0.21 -0.24 -0.07 |-0.12(-0.18| -0.17
Abdominal tissue area

Subcutaneous’ -0.412| -0.21 -0.26 ° -0.24 -0.14 (-0.06|-0.18| -0.19
Visceral' -0.38°| -0.19 -0.19 -0.17 | -0.20 | 0.02|0.01| -0.11
Adipocyte mean diameters

Visceral® ' -0.36°| -0.32 -0.24 -0.16 -0.10 {0.14 |1 0.10 | -0.22
Subcutaneous® -0.27 -0.20 -0.18 -0.05 -0.01 [ 0.15|-0.06| -0.25

2p< 0.01 °p < 0.05 °p < 0.1. 'n=41 “n=28 °n=26. Abbreviations: PREG: pregnenolone; 17-OH-P: 17-OH-
progesterone; 11-DOC: 11-deoxycorticosterone; 11-deoxy: 11-deoxycortisone; CORT: corticosterone; A:
aldosterone; F: cortisol; E: cortisone. BMI and visceral abdominal tissue area were log-transformed. All
steroids were log-transformed, except pregnenolone which was transformed with the Box Cox formula
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Conclusion

L’accumulation de graisse au niveau viscéral a un impact important sur I'incidence
de plusieurs altérations métaboliques et maladies chroniques reliées a I'obésité
(9). Le dimorphisme sexuel observé chez 'humain dans la distribution des graisses
témoigne de I'importance des stéroides dans ce phénoméne (6). La clarification de
la relation entre les hormones sexuelles et la distribution des graisses ainsi que
l'identification des mécanismes sous-jacents résulteraient en une meilleure

compreéhension de la physiopathologie de I'accumulation de gras viscéral (6).

Nous avons étudié la relation entre la concentration plasmatique d’estrogénes ainsi
que de plusieurs autres composeés stéroidiens et la distribution des graisses chez
la femme ménopausée. Nos résultats démontrent que les estrogénes endogénes
circulants (E2, E1, E1-S) sont fortement reliés a 'accumulation de graisse totale, la
résistance a linsuline et plusieurs altérations de parameétres métaboliques.
Cependant, nous avons observé que lI'impact des estrogénes sur les paramétres
meétaboliques était majoritairement expliqué par la variation concomitante de
masse grasse. Par la suite, nous avons investigué la relation entre la concentration
plasmatique de plusieurs androstanes et la distribution des graisses ainsi que la
dysfonction du tissu adipeux chez la femme préménopausée. Plusieurs mesures
d’adiposité étaient négativement associées a certains androgénes (A4, ADT, DHT)
et précurseurs stéroidiens (prégnénolone). Certains marqueurs de dysfonction
adipocytaire, notamment le diamétre adipocytaire moyen viscéral et I'atténuation
radiologique viscérale étaient négativement associés a la prégnénolone ou a la
DHT. Ces associations étant particulierement importantes avec la concentration
plasmatique de prégnénolone, nous avons conclu qu’un faible taux de ce

précurseur surrénalien pouvait étre un marqueur de dysfonction adipocytaire.

A notre connaissance, nous sommes les premiers & avoir comparé des patrons
hormonaux mesurés a I'aide de la chromatographie en phase liquide couplée a la
spectrométrie de masse en tandem, une technique de mesure reconnue par

I'Endocrine Society comme fournissant des données plus fiables que d’autres
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techniques (107, 156), avec la masse grasse. De méme, nous avons utilisé une
méthode (TDM) permettant de différencier les deux dépdts de tissu adipeux
abdominal, ce qui nous a permis de vérifier 'impact de ces différents stéroides sur
la distribution des graisses. De plus, nous avons eu accés a des échantillons de
graisse sous-cutanée et viscérale de femmes préménopausées minces a obéses,
ce qui est un atout majeur dans cette étude. Ainsi, ces recherches apportent des
éléments intéressants a la littérature actuelle sur la distribution des graisses et les

hormones sexuelles chez la femme.

Forces et limites

Certaines limites doivent étre soulevées. Ces données étant transversales, il est
impossible d’établir une relation de cause a effet entre la distribution des graisses
et la concentration plasmatique de stéroides. De plus, nos cohortes étant
exclusivement composées de femmes, il est inadéquat de transposer ces résultats
aux hommes. Comme les concentrations d’hormones ont été mesurées au niveau
systémique, nous ne pouvons prétendre que les changements de concentrations
hormonales sont exclusivement dus a la variation de masse grasse. Il est
cependant important de noter que le tissu adipeux et la peau sont deux sites
importants de conversion hormonale (83). Concernant notre deuxiéme étude,
certaines associations auraient pu demeurer indétectables du fait du nombre
restreint de sujets (n=42). Par ailleurs, certaines corrélations n’étaient pas
significatives, probablement en raison d’'un manque de puissance (voir les tableaux
2A et 2B, chapitre 2). Il est aussi important de mentionner que cette méme cohorte
était composée de femmes subissant une chirurgie gynécologique. Ainsi, il est
possible que ces femmes présentent un patron hormonal différent du patron des
femmes n’ayant pas ce type de complications. Cependant, la concentration
moyenne de stéroides circulants se retrouvait dans les valeurs normales (voir
chapitre 2, section Subjects and methods). Il est difficile d’avoir accés a du tissu
adipeux viscéral et sous-cutané de femmes minces a obéses. Cette étude nous a

donc permis d’obtenir des échantillons difficiles a acquérir autrement.
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Tel que mentionné précédemment, ['utilisation d’'une technique précise et
spécifique pour mesurer la concentration plasmatique de stéroides est une force
importante de notre étude. Ceci est d’autant plus important avec la population a
I'étude, puisque celle-ci a de tres faibles taux plasmatiques d’hormones, rendant
ainsi difficile la détection du stéroide et la précision essentielle. Ces concentrations
ont aussi été mesurées dans les deux cohortes par deux centres différents (soit
grace a nos collaborateurs Dr Jerzy Adamski a Munich et Dr Fernand Labrie a
Québec), ce qui évite que les résultats soient attribuables a la duplication d’'une
erreur méthodologique. De méme, I'utilisation de la TDM nous a permis d’avoir les
aires totale, sous-cutanée et viscérale de tissus adipeux, ce qui est une force
majeure de notre étude. L'utilisation de critéres stricts afin de déterminer si les
femmes ménopausées étaient susceptibles de prendre une thérapie de
remplacement hormonal nous a aussi permis de nous assurer que nous mesurions

la relation entre les estrogenes endogeénes et la masse grasse.

Perspectives

Plusieurs composantes de la conversion hormonale dans le tissu adipeux
demandent d’étre étudiées plus en profondeur. Notamment, il serait intéressant de
comparer les concentrations plasmatiques de stéroides avec celles retrouvées
dans le tissu adipeux. Ainsi, il serait pertinent de déterminer si de plus hauts taux
de stéroides dans le tissu adipeux se reflétent par des taux plus élevés au niveau
plasmatique. Il a été suggéré par Blouin et collaborateurs que les androgénes
pourraient avoir un effet physiologique biphasique (159). Ce phénoméne implique
qu’il existerait une fenétre physiologique dans laquelle les hormones sexuelles
auraient un effet sur le métabolisme, cet effet différant dans un contexte de doses
supra-physiologiques ou déficientes (159). Ce phénoméne a par ailleurs été
observé avec la DHT, son effet sur I'expression de la HSL dans les adipocytes
sous-cutanés étant stimulateur ou inhibiteur selon la dose (204). Ce méme effet
biphasique sur la HSL et la LPL a été observé avec I'E2 dans les adipocytes sous-
cutanés également (127). Dans ce contexte, il serait intéressant d’étudier ces
effets des androgénes et des estrogenes sur la dysfonction adipocytaire in vitro. |l

94



serait aussi pertinent de valider cette hypothése in vivo, en comparant les résultats
entre des populations ayant des doses largement différentes d’hormones
plasmatiques (exemple : femmes ménopausées versus femmes ménopausées
prenant une thérapie de remplacement hormonal). Ces études pourraient
réconcilier les disparités observées entre les femmes prémeénopausées et
ménopausées. Finalement, il serait trés intéressant et pertinent d’étudier
davantage I'effet de la prégnénolone sur la dysfonction du tissu adipeux. Effectuer
des études in vitro sur 'impact direct de ce stéroide sur différents parameétres du
métabolisme adipocytaire de méme que sur la conversion des stéroides serait une
avenue prometteuse dans la compréhension des phénomenes biochimiques
entourant la relation entre la distribution des graisses et le statut hormonal chez

I’humain.

Contexte nutritionnel

Dans I'extrapolation de ces résultats dans un contexte clinique, I'impact de la diéte
sur la distribution des graisses ou sur la concentration plasmatique hormonale est

une question intéressante.

Durant ma maitrise, j'ai pu participer a I'élaboration d’'une revue de la littérature et
a I'écriture d’un chapitre de livre concernant I'impact de la consommation de macro
ou micronutriments sur la distribution des graisses (205). Nous avons observé
dans la littérature actuelle que certains nutriments, comme le fructose, les acides
gras trans et I'alcool, pouvaient étre associés a une accumulation préférentielle de
tissu adipeux au niveau abdominal (205). Cependant, les devis des études
(souvent transversales), la difficulté a isoler I'effet d’'un seul nutriment ainsi que la
quantité assez faible d’études réalisées sur chacun des nutriments ne permettent
pas d’affirmer un lien direct entre leur consommation et la distribution des graisses.
Nous croyons beaucoup plus plausible que la diéte ait un effet indirect sur la
distribution des graisses. La diéte peut positivement ou négativement affecter le
bilan d’énergie, ce surplus ou déficit pouvant ensuite influencer la distribution des

graisses selon le sexe et la génétique propre a chaque individu (205).
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Certains chercheurs ont tenté de déterminer limpact de la diéte sur la
concentration plasmatique d’hormones. Les phytoestrogénes font partie des
nutriments les plus étudiés dans ce domaine. En effet, ces molécules présentes
dans les végétaux ont une structure similaire aux estrogénes, ce qui leur permet
de se lier aux ERs, particulierement au ERB (206). Les phytoestrogénes sont
divisés en plusieurs sous-catégories, dont les flavonoides, les isoflavones et les
lignanes, ces deux derniéres étant les plus étudiées (207). Une élégante étude de
Morisset et collaborateurs montre que la consommation de lignanes serait
associée a une masse grasse totale plus faible ainsi qu'une meilleure sensibilité a
I'insuline (208). Plus récemment, Aubertin-Leheutre et collaborateurs ont tenté de
déterminer la différence de concentrations plasmatiques d’estrogénes entre les
femmes ménopausées omnivores et végétariennes (209). Ces chercheurs ont
rapporté une concentration plasmatique moyenne plus faible d’'E2, d’'E1-S et d’E2
libre dans le groupe de femmes végétariennes (209). Cependant, ces femmes
avaient en moyenne un poids et un IMC plus faibles que les femmes omnivores,
suggérant que la masse grasse a pu interférer dans ces résultats (209). Il est
cependant intéressant d’observer que certains composés alimentaires (la
consommation de gras totaux, de fibres et le ratio gras totaux/fibres) sont associés
a certains métabolites urinaires estrogéniques, malgré I'ajustement pour I'lMC
(209). Des études supplémentaires sont nécessaires afin d’élucider la relation
entre la diéte et la concentration plasmatique d’estrogénes. Parallélement a ce
phénomeéne, une revue de littérature par Morisset et collaborateurs portant sur la
relation entre la diete et les androgénes plasmatiques conclut qu'aucune relation

claire ne peut étre actuellement démontrée entre les deux paramétres (210).

En résumé, les données probantes actuelles présentées ainsi que les deux articles
originaux décrits dans ce mémoire démontrent sans équivoque que le tissu
adipeux joue un role important dans la régulation du taux plasmatique d’hormones
sexuelles. Une meilleure caractérisation de ce phénoméne permettrait une
compréhension plus poussée de la physiopathologie de I'obésité ainsi que de la
distribution des graisses chez I'humain.
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