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Introduction générale



[.A. Cerveau et comportement

[.LA.1. Structure, réle et fonctionnement du systeme nerveux central

Le systeme nerveux central est constitué de différents tissus mous protégés par des
structures osseuses. Le cerveau est situé le plus en avant du systeme nerveux
central. Il présente une structure similaire chez tous les vertébrés. Il est divisé en
deux hémispheres cérébraux. De maniére générale, les hémispheres cérébraux
recoivent des informations et contrélent la partie controlatérale du corps. Le cerveau
est organisé en différentes aires spécifiques dédiées spécifiquement au traitement
d'informations motrices, sensorielles, visuelles ou auditives et d'aires associatives
permettant le traitement d'informations de nature différente. Le systeme nerveux
central est composé principalement de deux types de cellules. Les premieres sont
des cellules excitables qui permettent le traitement et la transmission de l'information.
Ces cellules appelées neurones, sont composées d'un corps cellulaire permettant la
survie de la cellule et l'intégration des messages recus et d'extensions cellulaires
permettant les communications avec les autres cellules au niveau de structures
appelées synapses. Ces extensions cytoplasmiques sont de tailles et de structures
différentes. Une de ces extensions, l'axone, est particulierement longue. Elle est
recouverte de gaines lipidiques isolantes formées par enroulement du cytoplasme de
cellules gliales autour de cette structure. Cette caractéristique, qui permet la
transmission du message nerveux, rend le cerveau extrémement riche en lipides ce
qui fait de lui lI'organe avec la plus grande concentration lipidique apres le tissu
adipeux (30% du poids sec en lipides dans le cerveau). Les autres extensions, plus
petites sont appelées dendrites. Les autres cellules constitutives du systéeme nerveux
central sont les cellules gliales. Elles assurent un réle de soutien pour les neurones
en participant notamment a la production de myéline, la régulation de I'homéostasie,
I'approvisionnement du systéeme nerveux en nutriments ou encore a la transmission

du message nerveux [1].

Le traitement des informations dans le cerveau est permis par les neurones. Le
neurone est une cellule excitable qui présente un potentiel de repos négatif de -65
mV di a une concentration différentielle d'ions de part et d'autre de la membrane.
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Pour maintenir ce potentiel, le neurone doit excréter activement certains ions et en
absorber activement d'autres. Ces caractéristiques permettent la transmission de
l'information au sein du neurone par voie électrochimique. Lorsqu'un neurone recoit
des informations, la membrane se dépolarise. Si la dépolarisation du corps cellulaire
du neurone est suffisamment importante, il y a transmission de la dépolarisation le
long de l'axone, de maniere saltatoire entre les noeuds des gaines de myéline pour
arriver & une synapse assurant la jonction entre le neurone et une cellule excitable
réceptrice de l'information. Le potentiel de repos est maintenu par l'action de d'une
pompe ionique nécessitant une dépense énergétique. Lorsque le potentiel d'action
atteint la synapse, il provoque la libération des neurotransmetteurs au niveau de la

synapse a destination de la cellule réceptrice [1].

[.LA.2. Couts énergétiques et métabolisme cérébral

Chez les mammiféres, les fonctions cérébrales sont fortement consommatrices
d’énergie [2,3]. Le cerveau représente seulement 2% du poids total du corps humain
mais 20 a 25% de l'oxygene et du glucose consommés par l'organisme le sont par
cet organe [4,5]. Cette demande meétabolique est principalement nécessaire a la
restauration des potentiels de repos membranaires du neurone apres un potentiel
d'action [6]. Ce phénomeéne met en jeu, comme nous l'avons vu précédemment, une
pompe luttant contre les gradients ioniques par l'utilisation d'ATP. Le principal
substrat énergétique cérébral est le glucose et la majorité de I'ATP cérébral est
produit par la voie de la glycolyse produisant du pyruvate puis de I'acethyl-CoA utilisé
dans la chaine respiratoire. Le glucose provient principalement de la circulation
sanguine a l'aide des transporteurs GLUT car les réserves en glycogene sont
extrémement faibles [7—10]. De plus cet apport est effectué par transport passif selon
le gradient de la concentration en glucose sanguin rendant le fonctionnement optimal
du cerveau trés dépendant de cette derniére. L'utilisation des lipides par le cerveau
est, quant a elle, un processus lent et restreint aux situations de régimes
hyperlipidiques, d'hypoglycémies ou de situations de jeune prolongé [11]. Elle se fait
par utilisation des corps cétoniques produits par le foie a partir des lipides présents

dans l'organisme.



Ce qu'il faut retenir :

Le cerveau, centre de traitement de l'information et de réponse aux stimuli
sensoriels, est donc une structure complexe composée de cellules excitables.
Son role est central dans le fonctionnement optimal de I'organisme. Le cerveau
peut traiter et répondre aux stimulations sensorielles de maniére consciente ou
inconsciente. Il contient une importante quantité de lipides jouant un réle
primordial dans la transmission du message nerveux. Pour assurer un
fonctionnement optimal de cet organe, l'individu doit fournir une importante
guantité d'énergie majoritairement utilisée dans la transmission des
informations. Cette demande importante en énergie rend le fonctionnement
optimal du cerveau tres dépendant de |I'apport énergétique. Le glucose étant la
source majoritaire d'apport énergétique du cerveau et les réserves étant trés
faibles, une diminution prolongée de l'apport énergétique pourrait donc

entrainer des perturbations dans le fonctionnement optimal de cet organe.

|.B. Adaptation a I'environnement par le comportement

Les changements globaux actuels induisent des modifications environnementales
importantes. Ces modifications peuvent conduire a une diminution soudaine de la
guantité de ressource alimentaire disponible [12]. Les changements globaux peuvent
également affecter des phénoménes de type EI-Nino [13] conduisant a des
phénomenes climatiques imprédictibles (ouragan, sécheresse) qui affectent
directement les sources de nourriture des individus a la fois temporellement et
guantitativement. Par exemple, des données préliminaires, relevées sur plusieurs
anneées, dans les foréts tropicales seches du Mexique, montrent une diminution des
précipitations durant la saison humide lors d'épisodes climatiques de type EI-Nino
conduisant a une moins grande diversité de plantes consommables par les grands
herbivores [14]. Ces modifications, nécessitent une adaptation temporaire, voire
permanente des individus afin de survivre et se reproduire. La question de cette
adaptation est centrale dans la recherche actuelle sur les maodifications
comportementales [15,16] d'autant que de nombreuses études montrent que les

changements environnementaux se produisent a un rythme plus rapide que celui
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permettant l'adaptation de différentes populations, ce qui peut entrainer des

difficultés a étre performant dans le nouvel environnement [17-20].

[.B.1. Plasticité comportementale

Afin de se maintenir au sein d'un environnement changeant, les individus doivent
mettre en place une réponse adéquate. La plasticité comportementale est un type de
plasticité phénotypique définie comme la capacité pour un individu a modifier son
comportement en fonction des variations de l'environnement, permettant ainsi le
maintien d'une haute performance le long de ce gradient environnemental [21]. Cette
plasticité comportementale permet une réponse adaptée et relativement rapide aux
variations de l'environnement, maximisant ainsi les chances de survie et de
transmission des genes. On distingue deux types de plasticité comportementale. Les
réponses innées, qui sont mises en place sur plusieurs générations, correspondent a
des réponses préprogrammées de l'organisme a un stimulus, mettant en jeu des
réseaux neuronaux préexistants [21,22] (Figure 1). A ces réponses innées sont
opposés les comportements d’apprentissage. Ces comportements se mettent en
place au long de la vie d'un individu et nécessitent la création de nouveaux réseaux

neuronaux [21,22] (Figure 1).

Deux mécanismes permettent la création de ces réseaux. La neurogenese est un
processus de création de nouveaux neurones a partir de cellules souches neurales.
Ce mécanisme, mis en évidence chez de nombreuses especes a I'état adulte, se
déroule principalement au sein du gyrus denté de I'hippocampe et de la zone sous-
ventriculaire chez le mammifére adulte. Alors que les neuroblastes issus du gyrus
denté restent au sein de cette structure pour se différencier en neurones excitateurs
(cellules granulaires), ceux issus de la zone sous-ventriculaire migrent par chaine
vers le bulbe olfactif et se distribuent radialement avant de se différencier en
interneurones. Cependant ce processus serait minoritaire chez l'individu adulte [23—
25] (Figure 2). La création de nouveaux réseaux dépend également de la création de

nouvelles synapses entre neurones déja présents et nouveaux neurones.
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Figure 1: Organisation des réseaux neuronaux pour les deux types de plasticité
comportementale. (A) La plasticité innée correspond a l'activation de réseaux
neuronaux existants en fonction de l'environnement. Un environnement 1 conduira
alors a la mise en place d'une réponse comportementale 1 par mise en action de
réseaux existants. (B) La plasticité acquise correspond au développement de
nouveaux réseaux neuronaux conduisant a des comportements différents. Un
environnement 1 conduira a la mise en place d'une réponse comportementale 1 par
création de nouveaux neurones et/ou de nouvelles connexions entre les neurones

(dapres [21]).
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Figure 2 : Mécanismes et zones principales de la neurogenese chez le mammifére
adulte. (a) Les cellules souches neurales (NSC) sont des cellules auto-
régénératrices, et multipotentes qui génerent les différentes cellules neurales: les
neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes. (b) Représentation d'un cerveau de
mammifére adulte en coupe sagittale montrant les deux zones principales de
neurogenese : le gyrus denté de I'hippocampe (DG) et la zone sous-ventriculaire
(SV2), ainsi que la migration des neuroblastes de la zone sous-ventriculaire (SVZ) au
bulbe olfactif (OB) par un mécanisme migratoire (Rostro-migratory stream, RMS). (c)
Mécanisme de formation de nouveaux neurones au sein de la zone sous-
ventriculaire. (d) de formation de nouveaux neurones au sein du gyrus denté de

I'nippocampe [25].



Ces différences dans les bases neurales de la plasticité conduisent a des différences
dans le temps de réponse. La plasticité innée permet la mise en place de réponses
immédiates du fait de I'existence des réseaux. Au contraire la nécessité de création
de réseaux neuronaux dans le cas de la plasticité par apprentissage conduit a une
réponse plus lente. Cependant, les réponses issues de la plasticité par
apprentissage sont généralement plus fines et permettent d'atteindre une optimalité
ce qui n'est pas toujours le cas de la plasticité innée qui produit un comportement
stéréotypé. Pour les deux types de plasticité, la mise en place et le maintien
d'appareils sensoriels performants permettant un échantillonnage fin de
I'environnement sont extrémement colteux. De plus ces structures correspondent a
des aires cérébrales qui se développent d'autant plus que I'appareillage est sensible,
entrainant des codts cérébraux importants. En plus de ces colts communs aux deux
types de plasticités, chacune présente des codts spécifiques. Pour la plasticité innée,
les codts correspondent au maintien des différents réseaux neuronaux existants, qui
doivent, dans le cas d'une plasticité importante, se trouver en grand nombre. Pour
I'apprentissage, ils correspondent a ceux de la plasticité neuronale ainsi que ceux
relatifs aux erreurs, faisant perdre temps et énergie aux individus. L'importance de la
plasticité comportementale est donc le fruit de compromis entre colts et bénéfices
[21,22]. En effet, dans un environnement stable, une importante plasticité ne
présentera que peu d'avantage alors que les colts de maintien de celle-ci seront
importants. Au contraire, dans un environnement instable et dont la prédictibilité est
réduite, les individus gagneront & maintenir une importante plasticité leur permettant
de faire face aux nombreux changements. De méme, la part relative de ces deux
types de plasticité (innée et par apprentissage) dans les réponses exprimées est
également régie par compromis entre colts et bénéfices [22]. Par exemple, la baisse
de ressources disponibles avec la saison défavorable conduit certaines especes
telles que le tamia, le microcebe ou encore des espéces de taupe et de chauve-
souris a réduire leur activité locomotrice et leur métabolisme pour passer cette saison
défavorable [26]. Cet exemple de réponse innée, héritée génétiqguement et mise en
place a chaque diminution des ressources conduit a une rentabilisation des codts
associés a la plasticité. Au contraire lorsqu'un événement imprévisible se déroule
pour la premiere fois dans la vie de lindividu, aucune réponse innée n'est alors
associée et lindividu doit s'adapter en modifiant son comportement de facon

nouvelle. Ainsi, les différences interindividuelles dans la plasticité comportementale
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peuvent étre expliquées, du moins en partie, par la génétique de l'individu mais aussi

par ses expériences passees [27].

En outre, de plus en plus d'études avancent un lien entre personnalité et plasticité
comportementale permettant d'expliquer les variations interindividuelles de la
population pour cette plasticité. La plasticité serait alors influencée par les stratégies
interindividuelles de gestion de l'incertitude [28,29]. Individus réactifs et proactifs sont
ainsi opposés dans la littérature [27], les premiers étant considérés comme plus

plastiques car plus sensibles aux variations de I'environnement.

Ce qu'il faut retenir :

La plasticité comportementale des individus leur permet de s'adapter
relativement rapidement aux modifications prévisibles et imprévisibles de leur
environnement. Cette plasticité du comportement, dont les signes sont visibles
a I'échelle de la vie de l'individu, peut étre de deux types. Une plasticité
existante au sein de chaque individu, fruit de I'évolution, permettant de
répondre efficacement a des modifications environnementales déja vécues par
les ancétres et une plasticité nouvellement créée, fruit de I'expérience de
I'individu dans son environnement, permettant de répondre a de nouvelles
situations. Cette plasticité s'appuie sur la mise en place et/ou I'exploitation de

réseaux neuronaux complexes dont le fonctionnement est colteux.

Pour illustrer ces deux types de plasticité, nous étudierons le fonctionnement
d’un processus caractéristique de chacune d’elle. Pour la plasticité
comportementale innée, nous avons choisi I'horloge biologique, fonction
permettant I'adéquation des processus physiologiques et comportementaux
avec l'environnement, Pour la plasticité comportementale par apprentissage,
nous avons choisi I'étude des fonctions cognitives et plus particulierement
'apprentissage et la mémoire permettant de faire face a des nouvelles
situations ou réagir de facon adéquate a des expériences déja vécues. Ces

deux grandes fonctions sont décrites ci-apreés.



[.B.2. Horloge biologique et rythmes circadiens

Une part importante des processus physiologiques et comportementaux des
mammiféres est basée sur des rythmes biologiques résultants de l'interaction entre
un systeme interne et des indices environnementaux tels que la lumiere, la

température ou l'apport énergétique [30] (Figure 3).
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Figure 3 : Schéma de l'organisation de I'horloge biologique interne chez les
mammiferes montrant les interactions entre les différents oscillateurs et les indices
environnementaux permettant la synchronisation pour une adaptation optimale
(D'aprés [31)).

Le systéme circadien interne, également appelé horloge biologique, est constitué
d'un ensemble d'oscillateurs endogénes permettant la mise en place de processus
temporels cycliques. Ce systeme est constitué d'un oscillateur central situé dans les
noyaux suprachiasmatiques et d'oscillateurs périphériques situés dans différents
organes [32,33]. Les différents oscillateurs présentent des changements rythmiques
persistants dans un environnement stable. La période de ces oscillations, en
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'absence de tout facteur de synchronisation, est appelée période endogene, est
proche de 24h [34] et basée sur un ensemble de processus transcriptionnels et
posttranscriptionnels interagissant en boucles de régulations [35]. Tous les
oscillateurs périphériques sont placés sous contréle d'un rythme produit par
l'oscillateur central situé dans les noyaux suprachiasmatiques. Ce controle s'effectue
par voie hormonale et métabolique a I'aide de molécules comme la mélatonine ou
encore la corticostérone. L'horloge centrale permet également la mise en place des
rythmes veille/sommeil contraignant l'activité locomotrice spontanée, les heures de
prise alimentaire et l'activité métabolique qui correspondent a autant de signaux

entrainant ces rythmes [33].

L'adaptation optimale du systéme intervient lorsque les processus physiologiques et
comportementaux coincident avec les conditions environnementales. Pour atteindre
ce critere, le systéme circadien interne doit étre synchronisé avec des indices
environnementaux. De plus, pour permettre des performances maximales a un
moment donné, un systeme circadien doit étre a la fois adaptable et régulier. En
prenant en compte ces différentes caractéristigues, Hasegawa et Arita [36] ont
montré qu'un systéme circadien fonctionnait de maniere optimale lorsqu'il était
synchronisé sur les rythmes solaires journaliers. Cette synchronisation a lieu chaque
jour par échantillonnage de l'intensité lumineuse par les cellules ganglionnaires de la
rétine qui possédent un photopigment spécifique, la mélanopsine [37,38], et qui
transmettent cette information aux noyaux suprachiasmatiques permettant ainsi une

resynchronisation de I'horloge biologique centrale [39].

Ce qu'il faut retenir :

Les rythmes circadiens permettent ['adéquation des comportements avec
I'environnement par l'interaction entre des indices issus de I'environnement et
un systéme circadien interne. Par ses caractéristiques, ce systeme est un bon

marqueur de la plasticité comportementale innée sous contréle inconscient.
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[.B.3. Fonctions cognitives, apprentissage et mémoire

Le cerveau par ses caractéristiques cellulaires et fonctionnelles sert de base aux
capacités cognitives. Les capacités cognitives sont définies comme la capacité d'un
organisme a percevoir, meémoriser et utliser les informations issues des
caractéristiques de son environnement [40]. Cette description montre le réle central
des capacités cognitives dans l'adaptation d'un organisme a son environnement lui
permettant d'augmenter son succes reproducteur ou d'optimiser sa recherche de
nourriture [41]. Les capacités cognitives comportent au sens large la perception de
I'environnement, l'apprentissage, la mémorisation et la prise de décision. La
perception, stable dans le temps, est utile pour les deux types de plasticité
comportementale afin d'échantillonner I'environnement. Nous nous intéresserons
principalement a I'apprentissage et a la mémoire qui doivent, quant a eux, étre trés
modulables pour permettre une réponse adéquate, faisant de ces deux fonctions de
bons marqueurs de plasticité comportementale par apprentissage.

L'apprentissage est défini comme la capacité pour un individu a acquérir de
nouvelles informations et de modifier ses connaissances en codant ces informations
avec une représentation neurale [42]. Il en résulte une variation durable du
comportement basée sur les expériences permises par la mémoire. La mémoire est
définie comme la capacité a stocker une information nouvellement apprise dans la
mémoire a court terme ou a la consolider dans la mémoire a long terme par des
changements neuronaux [43]. On distingue deux catégories de mémoire suivant les
expériences qui y sont associées. La premiére est la mémoire procédurale et
correspond a une forme de mémoire inconsciente portant sur les habiletés motrices
et les savoir-faire (mémoire des seéquences de contractions musculaires pour un
mouvement, mémoire de la syntaxe linguistique). La seconde est la mémoire
déclarative et correspond a la mémoire des faits et concepts mais aussi des
expériences vécues (mémoire des noms, visages, événements avec leur contexte)
[43]. L'acquisition des informations entrant dans ces différentes catégories implique
différents systemes cérébraux. En effet, chez 'Homme, il a déja été observé une
sévere perturbation des apprentissages et de la mémoire déclarative alors que les
apprentissages et la mémoire procédurale sont restés intacts [43,44]. Ces systemes
relevent de structures cérébrales différentes suivant les types d'apprentissage et de
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mémoire considéreés. Il semblerait que la mémoire déclarative repose principalement
sur le cortex et I'hippocampe alors que les circuits de la mémoire procédurale sont

trés variés et dépendants de I'expérience a encoder [44].

L'acquisition de nouvelles informations par l'apprentissage est permise par des
changements physiologiques réversibles dans le systéme nerveux responsable de la
mémoire a court terme. Leur consolidation dans la mémoire a long terme semble se
faire principalement par des modifications pérennes de lintensité du lien entre
neurones au sein des synapses. En 1949, Hebb propose que lorsque deux neurones
sont actifs en méme temps et de facon répétée, des modifications interviennent, de
sorte que, aprés un certain nombre de stimulations, l'activité d'un des neurones
entraine l'activité de l'autre rendant le lien entre les deux neurones puissant [45]. Peu
de temps avant, en 1948, Konorski avait déja proposé que la plasticité neuronale
induite par l'association répétitive de stimuli, pouvait étre le fruit de la transformation
d'un pool de connexions synaptiques potentielles en connexions synaptiques
fonctionnelles par des changements morphologiques [46]. Le renforcement pérenne
du lien entre neurone pré- et post-synaptique est appelé potentialisation a long terme
ou LTP (Long Term Potentiation), et est permis par des modifications structurales
des synapses. Il est largement considéré que la LTP est un des mécanismes
majoritaires sous-jacent a l'apprentissage et a la mémoire méme si, a ce jour, les

mécanismes induisant ce phénomeéne restent encore mal connus [47].

Comme nous l'avons vu précédemment, la LTP est permise par des modifications
structurales des synapses. Cette plasticité synaptique est principalement due a des
flux d'ion calcium Ca?" au niveau des terminaisons post-synaptiques [48,49]. Cette
entrée d'ions Ca** se fait au niveau de deux types de récepteurs post-synaptiques :
les récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA) et les canaux calciques voltage
dépendants de type L (VGCC). Lorsque la membrane post-synaptique est au repos,
le flux de calcium a travers les récepteurs NMDA est empéché par l'action du
magnésium. Cependant, si le neurone pré-synaptique libére du glutamate, il se lie
ensuite au récepteurs NMDA et les activent au moment de la dépolarisation de la
membrane. L'inhibition du magnésium est alors levée et le calcium entre dans le
neurone post-synaptique. Ce flux de calcium est un bon indicateur d'activité
simultanée des neurones pré- et post-synaptiques. La dépolarisation de la
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membrane post-synaptique active également les VGCC laissant entrer les ions
calcium Ca®" [47] (Figure 3). Cette entrée d'ions Ca2+ active des protéines kinases
qui elles méme activent des facteurs de transcription qui contribuent a la synthése
protéique (Figure 3). Elle permet également la réorganisation du cytosquelette
comme par exemple la polymérisation des filaments d'actine qui induit des
réarrangements du cytosquelette permettant la mise en place de nouvelles structures

synaptiques [50] (Figure 4).

Présynaptique

‘ Postsynaptique
@ ([

R 5

(" s 77 \ (¢ | v, (I)’ ) ' '|fv, F:x:"; ‘ ‘l‘\
S ) (& ) (&)

~n Ny

J/ nmpar | amPAR )| vGCC <5 Glutamate () Facteur de transcription

Figure 4 : Mécanismes moléculaires permettant la plasticité synaptique. L'activation
du neurone pré-synaptique libére du glutamate dans la fente synaptique. Celui-ci se
fixe au récepteur AMPA (acide a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole propionique)
ce qui entraine la dépolarisation de la membrane post-synaptique. Cette
dépolarisation supprime l'inhibition des récepteurs au N-méthyl-D-aspartate (NMDA)
par le magnésium et ouvre les canaux VGCC (Voltage Gated Calcium Chanel). Cette
ouverture des canaux provoque l'entrée dions calcium Ca®" qui activent des
protéines kinases. Ces protéines activent elles méme des facteurs de transcription
induisant la production d’ARN messagers et participent a la réorganisation du
cytosquelette. Les différents ARN messagers produits sont traduits en protéines

permettant la stabilisation des modifications structurales (d'aprés [47]).
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Une fois stockées dans la mémoire a long terme, les informations doivent étre
accessibles pour une utilisation future. Le rappel d'une information stockée dans la
mémoire a long terme est le fruit de l'interaction entre un indice de rappel et une
représentation interne permettant la reconstruction de l'information [51]. Dans le cas
d'un test de mémoire, un indice est fourni a l'individu qui doit se souvenir de ce gu'il a
appris auparavant. L'indice fourni permet alors de déclencher les processus de
rappel de l'information apprise. Il semblerait que les réseaux mis en place lors de
l'apprentissage soient utilisés lors du rappel [52,53]. Cependant les mécanismes
cellulaires sous jacents sont encore peu connus et sont sujets a débat. C’est le cas
du réle des récepteurs au glutamate tels que les récepteurs AMPA et NMDA. En effet
une étude a montré que le blocage des récepteurs AMPA de I'hippocampe 10
minutes avant un test perturbe le rappel d'une tache d'évitement [54]. De méme,
I'inactivation de ces méme récepteurs avant un test de mémoire spatiale dans une
piscine de Morris diminue la capacité de rappel des individus [55]. D'autres
récepteurs au glutamate, les NMDA, essentiels pour les processus d'apprentissage
et de consolidation de la mémoire, ne semblent, quant a eux, pas prendre part au
processus de rappel [54,56]. De facon similaire le réle des protéines kinases dans les
processus de rappel est lui aussi débattu dans des études montrant que l'ajout d'un
inhibiteur sélectif des ces molécules au sein de I'nippocampe empéche le rappel
d'une tache d'évitement chez le rat [57]. Au contraire, I'ajout d'un inhibiteur sélectif de
ces protéines au niveau de l'amygdale ne perturbe pas le rappel de souvenirs
associés a un sentiment de peur chez le rat [58]. Dans ce contexte, la neurogénése
adulte pourrait également jouer un réle important, puisqu’il a été démontré, chez le
rongeur adulte, que le recrutement d'une population de neurones
hippocampiques nouvellement créés s’organise en un réseau fonctionnel qui
s’intégre de maniére durable dans les circuits de la mémoire et qui contribue au
rappel et au renforcement de la mémoire spatiale précedemment encodeée. Le
phénomene de neurogénése pourrait donc étre un mécanisme essentiel dans la

mise en place de la plasticité comportementale acquise [59].

Ce qu'il faut retenir :

Les fonctions cognitives permettent a l'individu de s'adapter a son

environnement. Par l'apprentissage et la mémoire il peut faire face a la fois a
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de nouvelles situations ou réagir de facon adéquate a des expériences déja
vécues. L'apprentissage et la mémoire sont des processus complexes basés
sur des modifications physiologiques et morphologiques du systéme nerveux.
Lors de lI'acquisition de nouvelles informations, des processus physiologiques
permettent une rétention de courte durée. Des modifications morphologiques
des liens synaptiques entre les neurones stimulés lors de |'apprentissage
permettent de consolider cette acquisition et de stocker ces informations pour
une durée plus importante dans la mémoire a long terme. Ces informations

pourront ensuite étre accessibles a l'aide d'indices qui permettront leur rappel.

En conclusion :

Dans des environnements changeants, les individus doivent s'adapter en
permanence pour survivre et se reproduire. Cette adaptation est possible grace
a la plasticité comportementale correspondant a un changement de
comportement en réponse a des modifications de I'environnement. Il existe
deux types de plasticité comportementale, ayant chacune des codts et
bénéfices propres et étant chacune adaptée a un contexte particulier de
changement environnemental. Dans le cadre actuel des changements globaux,
les variations de I'environnement sont plus fréquentes et imprévisibles,
poussant les individus a s'adapter en permanence. Ces derniéres peuvent
entrainer des modifications dans la quantité et la qualité des ressources
alimentaires disponibles qui pourront contraindre ou favoriser |I'adaptation des
individus. Cette influence de I'alimentation provoquera alors des effets visibles
sur le comportement dont les bases seront vraisemblablement neurales. Des
marqueurs de plasticité comme I'horloge biologique ou les fonctions
cognitives représentent de bons systémes permettant d'étudier I'impact des
variations alimentaires. Ces systemes sont, en effet, particulierement
importants dans |'adaptation de l'individu a son environnement et semblent
codteux. lls seraient donc particulierement sensibles a des modifications de

['alimentation, en particulier celles modifiant I'apport énergétique cérébral.
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|.C Modifications alimentaires

L'étude de limpact des modifications alimentaires sur le comportement et le
fonctionnement du cerveau est un domaine encore peu exploré. La mise en place de
ces études est en partie basée sur l'observation d'effets bénéfiques de I'alimentation
sur les populations humaines. Ainsi, bien que la premiére étude sur la restriction
calorique exercée sur des rats, et démontrant une augmentation de I'espérance de
vie des sujets restreints, ait été conduite en 1935 [60], peu d'études se sont
intéressées au sujet avant la découverte de la forte prévalence de personnes agées
en bonne santé ainsi que de centenaires sur Ille d'Okinawa au Japon par les
Américains apres guerre. En effet, cette population présente une trés longue
espérance de vie (86 ans pour les femmes et 76 ans pour les hommes) ainsi qu'un
fort taux de centenaires (34 pour 100 000 habitants soit trois fois plus que le taux
francais). Le régime des habitants d’Okinawa est basé sur un précepte traditionnel
recommandant de terminer les repas avant satiété et se compose de nombreux
macro- et micro-nutriments de grande qualités, issus des produits de la mer (fruits de
mer, riches en acides gras polyinsaturés et algues) et de végétaux riches en
vitamines et polyphénols [61], L’'observation de cette population a probablement
provoqué un regain d'intérét pour I'étude des effets de la restriction calorique. De
plus cette longévité est accompagnée par une faible prévalence des pathologies de
type diabete ou cardiopathies et les habitants agés restent performants
physiqguement et mentalement plus longtemps [62]. De méme, |'observation de la
faible prévalence de cardiopathies chez les Esquimaux Groenlandais, dont le régime
est riche en graisses de poissons et de mammiféres marins, correspond a une des
premieres études sur les effets des acides gras polyinsaturés de type n-3 (AGPI n-3)
[63]. L'expansion des travaux dans ce domaine, débutée dans les années 1990 a
egalement mis en avant le réle majeur des acides gras et plus particulierement celui
des AGPI n-3 dans le développement et le fonctionnement optimal du cerveau [64].
Ainsi I'impact de modifications alimentaires a la fois quantitatives et qualitatives sur la
plasticité comportementale est particulierement intéressant a étudier car il peut

affecter directement le cerveau.
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I.C.1 Restriction calorique

Comme nous l'avons vu précédemment, la premiere étude sur la restriction calorique
a été mise en place en 1935 chez le rat [60]. Cette étude montre une augmentation
de la longévité chez des rats restreints a 40% a partir du sevrage par rapport a ceux
maintenus avec une alimentation ad-libitum. Depuis, les recherches sur le sujet sont
florissantes. La restriction calorique est définie comme une diminution de la quantité
alimentaire disponible sans malnutrition. C'est-a-dire que la proportion relative des
nutriments présents dans l'alimentation est conservée lors de la baisse de I'apport
calorique. Cette définition a entrainé la mise en place de nombreux protocoles
permettant d'obtenir une variation de l'apport alimentaire sans malnutrition. Le
protocole le plus utilisé correspond a une diminution de l'apport global d'un certain
pourcentage (généralement entre 30 et 60%) avec la nourriture disponible jusqu'a
épuisement de la ration. Un protocole alternatif consiste a restreindre l'accés a la
nourriture dans le temps. Cette restriction correspond a une alternance de périodes
de jeline et de périodes d'alimentation normale permettant une diminution globale de
I'apport calorigue. Outre les variations dans la quantité, les études font également
varier la durée de restriction qui peut durer de quelques jours a la durée de la vie de
l'individu. La restriction calorique a court terme a été trés peu étudiée. La majorité
des études porte sur ses effets physiologiques et comportementaux a long terme.
Ces dernieres, menées sur de nombreuses especes, nous permettent cependant de
comprendre ce phénoméne et seront également développées dans les paragraphes

suivants.

I.C.1.a. Effets physiologiques et cellulaires de la RC

Du fait de l'effet de la restriction calorique sur la longévité des organismes qui y
étaient soumis, de nombreuses équipes de recherche se sont intéressées aux
mécanismes physiologiques sous-jacents. Chez la levure, la réduction du
pourcentage de glucose de 2% a 0,5% dans le substrat entraine un changement des
voies métaboliques, conduisant les levures utilisant la fermentation a utiliser la
respiration mitochondriale [65]. Cette utilisation préférentielle conduit a l'activation
d'une protéine (Sir2, Sillent mating type Information Regulation two protein) de la

famille des sirtuines, famille associée a des modifications de longévité dans
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différentes études. Cette méme famille des sirtuines, lorsqu'elle est surexprimée,
conduit & une augmentation de la longévité chez des vers nématodes caenorhabditis
elegans [66], augmentation de la longévité que I'on retrouve également lorsque cette

espéce est soumise a une restriction calorique [67].

Chez les rongeurs, de nombreuses études se sont également intéressées aux
sirtuines. Parmi les sept sirtuines présentent chez les mammiferes, il a été montré
gue l'expression de deux autres protéines de la famille des sirtuines (SIRT1let SIRT6)
était en lien avec les effets bénéfiques de la restriction sur la longévité a la fois chez
le rat sous restriction calorique pendant au moins un an et chez des souris apres 24h
de jeune [68,69]. Une autre voie d'action de la restriction calorique chez les rongeurs
serait la voie de linsuline. Cette hypothése est actuellement supportée par
différentes études [70-72]. La restriction caloriqgue entrainerait une diminution de
lGF-1 (insulin like growth factor-1) qui retarderait les effets cellulaires du
vieillissement comme l'apoptose, la progression tumorale ou encore les effets
meétaboliques liés a l'age [72,73]. Cependant quelques études montrent des effets
négatifs de la restriction calorique, comme celle de Hunt et al. (2011) [74] qui montre
gu'une diminution des apports a hauteur de 40% depuis le sevrage réduit les
capacités de cicatrisation des rats ayant subi une coupure mais que cet effet peut

étre réduit si les rats retrouvent une alimentation normale 48h avant la blessure.

Chez les primates, les études les plus complétes actuellement sont deux études
débutés il y environ 30 ans a l'institut national du vieillissement a Baltimore et a
l'université du Wisconsin a Madison sur des colonies de macaques rhésus soumis ou
non a une restriction de 30% sans malnutrition a partir de leur entrée dans I'age
adulte. Bien que les résultats de ces études sur la longévité des individus différent
[75], les animaux restreints des deux études présentent des adaptations
physiologiques et cellulaires telles gqu'une augmentation de la sensibilité a l'insuline
[76], une diminution des dommages causés par les radicaux libres [77], une
diminution des réactions inflammatoires [78], et un plus faible déclin du systeme
immunitaire avec I'age [79]. Quelques effets négatifs sont également a noter sachant
gue la restriction calorique retarde la puberté chez les males de cette espece et
freine également la croissance osseuse [80,81]. Chez le microcébe, on note une

augmentation de la longévité des individus soumis a une restriction caloriqgue de 30%
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a partir de I'age adulte (données du projet Restrikal de TUMR CNRS-MNHN 7179
non publiées). Chez 'Homme, on retrouve des effets similaires d'une restriction
calorique modérée sur le long terme avec des pertes d'adiposité, une augmentation
de la sensibilité a l'insuline, une diminution du stress oxydatif et un meilleur

fonctionnement cardiovasculaire [82].

Au niveau cérébral, de nombreux changements physiologiques et fonctionnels ont
également été observés durant une restriction calorique. Par exemple, des neurones
de rat nourris avec du sérum de rat prélevé aprés 12h de jelne présentent une
augmentation de leur métabolisme respiratoire [83]. De méme, le métabolisme du
glutamate dans I'hippocampe chez le rat est augmenté aprés une restriction
calorigue de 12 semaines [84]. Il a également été montré qu'une restriction calorique
augmenterait la survie des neurones par une augmentation de la résistance aux
résidus métaboliques chez la souris nourrie un jour sur deux pendant 6 a 8 mois [85]
ou encore par la production d'inhibiteur de lI'apoptose des neurones chez le rat aprés
22 mois de restriction a 40% [86]. Finalement un moindre apport calorigue stimulerait
la neurogenése et faciliterait la plasticité synaptique chez la souris [85,87] ceci
pouvant étre lié a l'augmentation de I'expression de SIRT1 lors d'une restriction [88].
En effet, cette protéine joue un réle majeur dans des processus tels que la réparation
de I'ADN, la survie cellulaire, la neurogenese ou le remodelage de la chromatine qui
permettent la sauvegarde de l'intégrité cérébrale contribuant au maintien de hautes
capacités cognitives et de la plasticité synaptigue [89]. Ces effets bénéfiques
peuvent méme aller jusqu'a la diminution des dépdts amyloides dans le cas de souris
modeles de la maladie d'Alzheimer restreintes progressivement de 10% a 40% sur 4
semaines puis maintenues a 40% pendant 14 semaines [90]. Ceci n'est cependant
pas veérifié chez le macaque rhésus, chez qui, la restriction calorique a 30% depuis le
sevrage diminue la prolifération d'astrocytes et les dépbts ferriques mais pas les

dépbts amyloides [91,92].

[.C.1.b. Effets de la RC sur I'horloge biologique

La restriction calorique ayant fait I'objet de nombreuses études, le lien entre celle-ci
et le fonctionnement de I'horloge biologique a lui aussi été grandement étudié. Koubi
et al. (1991) [93] ont montré que des rats soumis a une peériode de jelne total (10 a
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20 jours) et gardés sous des cycles lumiére/obscurité constants montraient une
augmentation de leur activité locomotrice spontanée durant la phase de lumiére mais
la réduisait lors de la phase d'obscurité suggérant un effet du jeune sur le
fonctionnement et la synchronisation de I'horloge biologique. Cette hypothese a
ensuite été confirmée par les travaux de Caldelas et al. (2005) [94] montrant qu'une
restriction calorique de 50% pendant 4 semaines et ou la nourriture était distribuée
chaque jour & la méme heure synchronisait I'horloge biologique centrale chez le rat
par modulation de I'expression rythmique des geéenes impligués dans le
fonctionnement de I'horloge biologique. Des résultats similaires ont été obtenus chez
la souris ou I'expression rythmique des genes impliqués dans les rythmes circadiens
était également régulée par une alimentation hypocalorique de 30% inférieure a celle
des individus contréle présentée au cours de la nuit sur une durée de deux mois [95].
Cet effet sur les noyaux suprachiasmatiques et les génes impligués dans le
fonctionnement de I'horloge  biologigue entrainent des  modifications
comportementales visibles de l'activité locomotrice spontanée. Dans différentes
études, effectuées sur des mammiferes nocturnes comme diurnes, il a été montré un
changement comportemental avec utilisation d'une nouvelle niche temporelle pour le
nourrissage correspondant a cette nouvelle synchronisation [39]. Cependant, méme
si la restriction calorique semble impacter la synchronisation de I'horloge biologique
centrale, une étude a montré que des souris soumises a une restriction de 60% se
resynchronisaient sur un rythme lumiére obscurité en deux jours alors que les
individus du groupe contréle ne se resynchronisaient que le troisieme jour [96]. La
resynchronisation de I'horloge biologique centrale sur les rythmes de lumiére peut
cependant étre perturbée par la restriction calorique par altération des réponses a la
lumiére et des oscillations dans I'expression des genes de I'horloge. Dans une étude
de Mendoza et al. (2005), des souris restreintes a 34% pendant 3 semaines et
nourries 6 heures apres le début de la phase de lumiére, montraient des
modifications de I'expression induite par la lumiére des genes de I'horloge dans les

noyaux suprachiasmatiques [97].

En paralléele aux restrictions classiques, certaines études ont restreint la présentation
de la nourriture temporellement. Il est communément décrit que la restriction
calorique entraine une faim suffisante pour que la nourriture présentée soit

consommeée rapidement aprés sa présentation ce qui la rend aussi restreinte dans le
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temps. Ainsi, aux effets de la restriction calorique sur I'horloge biologique
s'ajouteraient des effets de la restriction temporelle du nourrissage (Figure 5) [39]. En
effet, cette restriction temporelle de Il'alimentation a également un impact sur les
oscillateurs périphériques, les rythmes veille/activité ou les rythmes de température
corporelle. Cependant des que la nourriture n'est plus restreinte temporellement, la

resynchronisation sur le rythmes de I'horloge centrale se fait immédiatement [98].

Lumiére > Rétine > Projection rétinohypothalamique

Restiction calorique |:> Noyau suprachiasmatique

Rythmes Oscillateurs Rythmes Température
veille/activité periphériques alimentaires corporelle

1 > {> ir

> Restiction temporelle

Figure 5: Schéma des interactions entre modifications alimentaires et oscillateurs
de I'horloge biologique interne chez les mammiféres (D'apres [98]).Les fleches

correspondent a un effet direct des restrictions sur les différents parametres.

I.C.1.c. Effets de la RC sur les capacités cognitives

La grande majorité des études sur la restriction calorique a court terme a été menée
sur I'Homme avec des résultats contrastés. Ainsi Tian et al. (2011) [99] ont montré
gue des athlétes musulmans montraient une diminution de leurs résultats sur
différents tests cognitifs (tAches de détection, d'identification et rappel de mémoire)
effectués apres deux semaines de jedne intermittent lors du Ramadan.
Contrairement aux résultats de cette étude, Green et al. (1995) n'ont observé aucun
effet du jeline occasionné lors de I'omission d'un repas, de deux repas ou de tous les
repas dans les 24h précédant les tests sur les fonctions cognitives de sujets féminins

(attention, mémoire immeédiate, temps de réaction)[100]. Des résultats similaires ont
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été obtenus lors d'une étude menée sur des enfants ayant, ou non, pris un petit-
déjeuner [101]. Dans cette étude lI'omission du petit-déjeuner n'avait aucun effet sur
les scores obtenus lors de différents tests cognitifs. Ces différences peuvent
s'expliqguer notamment par les différentes conditions de test, des sujets et des

fonctions testées.

La majorité des études se sont intéressées a l'effet a long terme d'une restriction
calorigue sur les capacités cognitives avec, une nouvelle fois, des résultats
contrastés. Eckles-Smith et al. (2000) ont montré qu'une restriction calorique a vie
chez le rat prévenait les déficits liés a I'dge dans la potentialisation a long terme des
apprentissages [102]. Un résultat similaire a été obtenu avec un protocole de jeline
intermittent chez la souris nourrie un jour sur deux pendant 6 a 8 mois [85]. Toujours
chez la souris, Means et al. (1993) ont mis en avant qu'une restriction calorique
débutée au milieu de la vie (20% pendant deux mois puis 40%) améliorait les
capacités cognitives a 25 mois des individus restreints par rapport aux individus
témoins [103]. Méme des intensités de restriction importantes ont permis d'observer
des améliorations des capacités cognitives comme I'étude de Kuhla et al. (2013)
[104] ou des souris restreintes a 60% pendant 74 semaines montraient une
amélioration de leur mémoire de travail. Chez le microcébe, lors d’'un protocole de
restriction calorique chronique (étude Restrikal, -30% de calories), il a été observé
une amélioration de la mémoire de travail et de la mémoire spatiale aprés un an de
restriction [105] avant une disparition de ces effets positifs a long terme (données
non publiées). Cependant, une étude de Yanai et al. (2002) [106] a montré des effets
délétéres d'une restriction calorigue de 2 ans (10g de nourriture par jour ou ad-
libitum) sur les résultats d'un tests de mémoire spatiale chez le rat. Dans cette étude,
les rats restreints ne parvenaient pas au niveau de performances des individus
contréles lors d’un test de labyrinthe de Morris apres 5 a 10 mois de restriction. Les
individus restreints présentaient également de mauvais résultats sur un test de
mémoire spatiale aprés 15 mois de restriction et sur un test de discrimination spatiale
apres 20 a 25 mois de restriction. Les études sur 'Homme présentent le méme
contraste de résultats montrant que la restriction caloriqgue offre des effets
bénéfiques, comme dans le cas de I'étude de Witte et al. (2009) [107] qui montre une
amélioration des capacités de mémoire chez des personnes adgées soumises a une

restriction calorique de 30% d'une durée de 3 mois, ou délétéres comme dans I'étude
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de Green et al. (1994) [108] montrant un effet négatif d'une réduction de l'apport
caloriqgue sur les performances cognitives (comme la mémoire immédiate ou la
vigilance) chez des étudiantes ayant choisi de débuter un régime pour perdre du

poids et qui avait perdu plus d'un kilo au moment des tests cognitifs.

Ce qu'il faut retenir :

Bien qu’elle constitue un challenge énergétique, la restriction calorique semble
présenter de nombreux avantages physiologiques, conduisant a long terme a
un allongement de la longévité. Les effets de la restriction caloriqgue sont aussi
importants du point de vue cognitif avec des effets positifs, neutres, ou
négatifs selon les protocoles. Au contraire, un consensus se dégage des
études sur les effets de la restriction calorique sur I'horloge biologique avec
des perturbations des rythmes et notamment une resynchronisation
préférentielle sur les heures de nourrissage. De part les couts du
fonctionnement cérébral optimal ainsi que des effets contrastés de la
restriction calorique sur le comportement, il semble particulierement
intéressant d'étudier son impact sur la plasticité comportementale innée et
acquise a travers |'étude de ces effets sur les fonctions cognitives et le

fonctionnement de I'horloge circadienne.

I.C.2. Les AGPI n-3

I.C.2.a. Description et réles des AGPI n-3

Les AGPI n-3 ou oméga 3 font partie de la famille des acides gras. Les acides gras
se composent d'une chaine carbonée avec un groupement carboxyle (-COOH) a une
extrémité et un groupement méthyle (-CH3) a l'autre extrémité. lls sont classés
suivant la longueur de leur chaine carbonée et leur nombre de doubles liaisons. Si le
nombre de carbones de l'acide gras est supérieur a 12, on le qualifie d'acide gras a
longue chaine. Parmi ces acides gras, ceux présentant plusieurs instaurations sont
appelées acides gras polyinsaturés ou AGPI. Les AGPI n-3 sont appelés ainsi car ils
comportent leur premiere double liaison entre le troisiéme et le quatrieme carbone a

partir de I'extrémité méthyle. Les AGPI n-3 dérivent d'un précurseur a 18 carbones
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appelé acide a-linolénique (ALA) (Figure 6). C'est un acide gras indispensable qui ne
peut étre synthétisé par I'organisme chez les mammiféres contrairement aux acides
gras saturés et monoinsaturés. L'ALA est produit chez les végétaux par désaturation
a partir de l'acide oléique. L'ALA ingéré par le mammifere sera ensuite métabolisé
pour donner les différents acides gras a plus longue chaine de la famille des AGPI n-
3. Les principaux dérivés de la famille des AGPI n-3, car présents en grande quantité
dans le cerveau, sont [lacide eicosapentaénoique (EPA) et [lacide
docosahexaénoique (DHA) comportant respectivement 20 et 22 atomes de carbone
(Figure 7).

Les AGPI n-3 présentent une grande diversité de rbles dans l'organisme. Comme les
autres acides gras, ils ont une fonction énergétique en produisant de I'ATP par la
voie de la B-oxydation. Un gramme d'acides gras B-oxydé produit en effet 9 Kcal
alors qu'un gramme de glucose n'en produit que 5 rendant les acides gras plus
énergétiquement intéressants. La (3-oxydation est la voie majoritaire d'utilisation des
AGPI n-3. En effet, il a été montré que pres de 85% de L'ALA et 60% du DHA
consommé par l'organisme est oxydé chez le rat [109]. De plus, L'ALA est
préférentiellement oxydé par I'organisme par rapport aux autres acides gras a 18
atomes de carbone [110]. Les AGPI n-3 sont également dégradés par la voie de la
cétogenese dans le foie [111]. Cette voie métabolique est particulierement
importante dans le cas d'un régime hyperlipidique (période post-natale ou régime
gras). Elle permet la fourniture d'énergie mais également la synthese d'acides gras

non indispensables par recyclage des atomes de carbone.

La seconde fonction des AGPI n-3 est une fonction structurale. Le DHA est un des
principaux constituants fondamentaux des lipides membranaires. II a un effet
similaire a celui du cholestérol en modulant l'activité de différentes protéines
membranaires (enzymes, récepteurs, canaux, transporteurs) [112]. En effet les
doubles liaisons provoquent des courbures dans la chaine carbonée des AGPI n-3
entrainant une fluidité accrue de la membrane et permettant des mouvements ou des
changements de conformation des protéines membranaires. Le DHA présente une
concentration particulierement élevée dans les membranes des cellules du systéeme
nerveux central ou de la rétine [64]. Enfin 'EPA est un des précurseurs des

eicosanoides, médiateurs lipidiques jouant un rdle de messager cellulaire et le DHA
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de dérivés oxygénés, les docosanoides ayant des effets sur le cerveau. Le role
central des AGPI n-3 a conduit a la mise en place de recommandations
nutritionnelles pour cette famille d'acide gras. Ainsi un apport optimal en AGPI n-3,
chez I'adulte, doit comprendre du DHA a hauteur de 0,3% de I'énergie totale ingérée

et de 'EPA a hauteur de 0,06% de I'énergie totale ingérée [113].
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Figure 6 : Voies de synthése des différents acides gras polyinsaturés a longues
chaines au sein des différents organismes vivants. Les trois principaux acides gras

de la famille des AGPI n-3 sont entourés en rouge (D'aprées [113]).
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I.D.2.b. Effets physiologiques et cellulaires des AGPI n-3

La majeure partie des études sur les AGPI n-3 a porté sur les effets de ces acides
gras sur les tissus nerveux et plus particulierement au niveau du cerveau. Il a ainsi
été démontré que ces nutriments jouaient un réle important dans un développement
optimal du systéme nerveux [64]. Par ailleurs, il a été montré qu'un régime
alimentaire ne comprenant pas d'ALA provoquait une diminution de la teneur en DHA
dans les phospholipides des membranes cellulaires chez le rat en développement
[114]. Cependant, cette diminution est moins importante a I'age adulte ou la quantité
de DHA se maintient alors qu'elle chute dans les autres organes comme le foie [114].
De plus, cette diminution affecte différentiellement les différentes zones du cerveau.
Par exemple chez le rat une diminution des apports en AGPI n-3 sur deux
générations de femelles entraine une diminution plus importante du DHA dans les
phospholipides des membranes du striatum comparées a ceux du cortex frontal
[115]. Cependant cet effet est réversible chez le rat comme chez la souris quand bien
méme les animaux sont carencés sur plusieurs générations [116,117]. Dans ces
deux études, les animaux déficients en AGPI n-3 retrouvaient une concentration
normale de ces acides gras dans le cerveau apres une période de supplémentation.
Ceci est en partie du a des adaptations rendant le renouvellement des acides gras
cérébraux plus lents en période de diminution des apports en AGPI n-3 ou encore
par la mobilisation des réserves corporelles en AGPI n-3 pour éviter la diminution de
ces derniers dans les centres nerveux [118,119]. En tant que constituant des
membranes, les AGPI n-3 peuvent également influer sur les protéines
membranaires. Il a été montré qu'une déficience ou un exces d'AGPI n-3 pouvait
moduler I'action de la pompe Na/K ATPase qui permet la restauration du potentiel de
repos des neurones apres stimulation [114]. Dans cette étude, un régime enrichi en
huile de tournesol pauvre en AGPI n-3 entrainait une diminution de 20% du
fonctionnement de cette pompe chez le rat. Cette étude a aussi montré une moindre
activité d'autres protéines membranaires que l'on retrouve dans d'autres études
[120]. Une déficience en AGPI n-3 pourrait également étre liée a un moindre captage
du glucose au niveau cérébral chez le rat, d0 notamment a une diminution de la
quantité de I'un des principaux transporteurs de glucose du systéme nerveux central,
le transporteur GLUT1 qui peut aller jusque 30% chez le rat [121,122]. Cependant

cette diminution pourrait également étre réversible comme le suggére I'étude de
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Pifferi et al. (2007) qui montre une surexpression de 30% de ce transporteur chez
des rats supplémentées en AGPI n-3 [122]. Un déficit énergétique, causé par une
déficience en AGPI n-3, peut également provenir d'une diminution de la production
d'ATP par phosphorylation oxydative. Dans une étude de Ximenes da Silva et al.
(2002) il a été montré qu'un régime carencé en AGPI n-3 provoquait une diminution
de 30% a 50% de la concentration en DHA au niveau du cortex fronto-pariétal, de
I'hippocampe et du noyau suprachiasmatique provoquant une diminution de 20% a
40% de l'activité de la cytochrome oxydase de la chaine respiratoire dans ces 3
régions cérébrales chez le rat [123]. Le déficit d'AGPI n-3 au niveau des membranes
entraine également un changement dans le ratio AGPlI n-6/ AGPI n-3. Ce
changement peut avoir pour conséquence une moindre sensibilité des membranes a
un stimulus. C'est le cas par exemple du nourrisson prématuré chez lequel un
changement du ratio AGPI n-6/ AGPI n-3, provoqué par l'ingestion de différents laits
expérimentaux riches en AGPI n-6, a provoqué une baisse de sensibilité des cellules
photoreceptrices dont la membrane est, en temps normal, riche en DHA [124].

Les AGPI n-3 jouent également un rdle dans la préservation du cerveau. Une étude
a montré que la supplémentation en AGPI n-3 a travers l'ingestion d'un régime au
ratio AGPI n-6/ AGPI n-3 biaisé en faveur de ces derniers conduisait & une
augmentation de le neurogenese chez le homard [125]. Chez la souris, il a
également été montré qu'un régime enrichi en AGPI n-3 prévenait l'inflammation
dans I'hippocampe des individus supplémentés et préservait la neurogenése ainsi
que la plasticité synaptique de souris transgéniques [126]. De plus, le DHA est,
comme nous l'avons vu un précurseur de molécules comme la neuroprotectine D1
ayant un r6le positif sur la survie neuronale en empéchant, par exemple, la sécrétion
trop importante de peptides amyloides AR et l'expression de certains génes
impliqués dans l'apoptose de la cellule nerveuse [127]. Finalement, les AGPI n-3
peuvent avoir un effet sur la neurotransmission dans les voies dopaminergiques,
sérotoninergiques et cholinergiques. Les études se sont intéressées a cet effet apres
I'observation d'anomalies comportementales similaires chez des animaux carencés
en AGPI n-3 et des animaux lésés expérimentalement dans les voies
dopaminergiques. Ainsi, des études chez le rat déficient chronique en ALA ont
montré une diminution de la libération de dopamine basale dans le cortex frontal, une

augmentation de la libération de dopamine basale dans le noyau accumbens, une
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diminution des stocks de dopamine dans ces deux régions et une augmentation de
l'activité d'une enzyme de synthése de dopamine dans le corps cellulaire des
neurones [128-134]. Pour le systéme sérotoninergique, il a été montré une
augmentation de récepteurs dans le cortex frontal ainsi qu'une diminution de la
sécrétion de sérotonine lors d'une induction pharmacologique [129,135]. Enfin, il a
été montré qu'une diminution de l'apport en AGPI n-3 entrainait une augmentation de
la libération basale d'acétylcholine et une baisse de laffinité du récepteur
muscarinique a l'acétylcholine de 10% [136]. Ces effets cellulaires et physiologiques
sont accompagnés de nombreux effets cognitifs et comportementaux visibles,

développés dans le paragraphe suivant.

I.D.2.c. Effets cognitifs et comportementaux des AGPI n-3

Il a été montré qu'une carence alimentaire sévére en AGPI n-3 chez le rat provoque
un déficit de 58% de la quantité de DHA cérébral qui se traduit par une diminution de
la mémoire spatiale dans un labyrinthe de Barnes, plateforme circulaire percée de
12 trous associés a des reperes visuels extérieurs, apres 8 semaines de régime
[137]. Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris avec un déficit de 51%
de la quantité de DHA cérébral associée a un nombre d'erreur et un temps de test
supérieur dans ce méme labyrinthe [138]. De méme, pour différents modéles de
rongeurs nourris avec un régime carencé en AGPI n-3, il apparait une augmentation
significative de l'anxiété, en situation de stress élevé notamment, comme lors de
tests cognitifs [139]. Cependant, cet effet pourrait étre inversé lors d’une
supplémentation en DHA [140]. La carence en AGPI n-3 semble également
provoquer des perturbations des processus d’apprentissage, de mémorisation et de
motivation, cependant, ces effets ne sont pas observés dans toutes les études et
sont encore soumis a controverse [139]. Enfin, il semble largement admis pour la
plupart des modéles de rongeurs (rat, souris, hamster) que la carence alimentaire en
AGPI n-3 s’accompagne d’une hyperactivité, qui se traduit notamment par une
augmentation significative de l'activité locomotrice spontanée [116,141]. L’altération
des performances cognitives chez I'animal déficient en AGPI n-3 a été reliée a la
diminution de la teneur en DHA dans les phospholipides des membranes cérébrales.
En effet, le DHA intervient en modulant l'activité et I'expression des protéines

membranaires (récepteurs, transporteurs, pompes, canaux ioniques) ainsi que sur
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plusieurs étapes du processus de neurotransmission [135]. De plus, des études
portant sur différentes espéces du rongeur au primate, montrent qu'une moindre
accumulation de DHA au niveau du cerveau dans la période de développement de
ce dernier entrainait des déficiences cognitives liees a des troubles de l'attention
[142]. Chez le microcebe, un régime supplémenté en AGPI n-3 comprenant 0,06%
de I'énergie totale consommée en EPA et 0,3% de I'énergie totale consommée en
DHA chez l'adulte entraine une diminution de l'anxiété et une augmentation des
capacités cognitives aprés 5 mois de traitement, qu'on ne retrouve pas chez des
femelles agées aprés 14 semaines de traitement [143,144]. Chez I'humain, des
études épidémiologiques et cliniqgues ont permis de montrer que la consommation
réguliere d’AGPI n-3 pouvait avoir un effet positif sur le déclin cognitif lié a 'age en
maintenant la fluiditt membranaire ainsi que le fonctionnement synaptique [145].
Enfin, de nombreuses études renforcent l'argumentaire en faveur d'un effet
bénéfiques des AGPI n-3 sur la prévalence et le développement de différents
maladies neurodégénératives ou neuropsychiatriques [146—148].

Ce qu'il faut retenir :

Les AGPI n-3 sont des acides gras essentiels qui ne peuvent étre synthétisés
de novo par les mammiféres. lls possedent plusieurs rbles : un réle
énergétique, un rdle structural et un réle de signalisation. Les AGPI n-3 jouent
un rble essentiel dans le fonctionnement cellulaire et moléculaire du cerveau.
Par leur conformation spatiale ils participent a la fluidité des membranes
cérébrales, au meilleur fonctionnement des protéines membranaires et a la
transmission optimale des messages nerveux. Cette importance dans le bon
fonctionnement du cerveau a des répercussions sur le comportement des
individus. Des carences en AGPI n-3 conduisent a des déficiences dans les
fonctions cognitives. Au contraire une supplémentation en AGPI n-3 pourrait
permettre de prévenir certaines maladies neurodégénératives et
neuropsychiatriques. Ainsi les AGPI n-3 semblent de premiére importance
dans le fonctionnement optimal du cerveau et une supplémentation alimentaire
de ces micronutriments pourrait avoir un impact important sur les capacités

cognitives et le comportement des individus.
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En conclusion :

Dans un environnement changeant, les individus doivent en permanence
s'adapter pour survivre et se reproduire. Une adaptation rapide a ces
changements consiste a modifier son comportement afin d'augmenter ses
performances. Cette plasticité du comportement est fortement liée a un
fonctionnement optimal du cerveau. Or chez les mammiféres, les fonctions
cérébrales et notamment I’activité neuronale (a travers le fonctionnement des
synapses) sont fortement consommatrices d’énergie. La principale source
d’énergie du cerveau est le glucose (plus 95% de I’apport énergétique total
chez un adulte en bonne santé), et le stock de glycogene cérébral est
pratiquement inexistant. Il est donc important que le cerveau dispose d’un
apport soutenu et régulier en glucose via la circulation sanguine. Un apport en
énergie suffisant par l'alimentation est donc indispensable pour un
fonctionnement optimal des structures cérébrales, dont celles liées a la
plasticité. De plus le cerveau est constitué en grande partie de lipides dont les
AGPI n-3. Des changements qualitatifs dans Il'apport lipidique, peuvent
modifier la part relative des différents lipides cérébraux modifiant le
fonctionnement cérébral et conduisant ainsi a des modifications de la plasticité
comportementale. Ainsi des modifications alimentaires telles que la restriction
calorique et la supplémentation en AGPI n-3 pourraient contraindre |'adaptation
des individus en modifiant le fonctionnement cérébral et physiologique de

['organisme.

I.E. Modele d'étude : le microcebe gris

Le microcebe gris (Microcebus murinus) a été décrit pour la premiére fois par John
Frederik Miller en 1777. C'est un primate malgache dont le nom de genre vient du

grec mikros signifiant petit et du latin cebus signifiant singe et du latin mus signifiant

souris pour le nom de I'espéece.
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I.LE.1. Phylogénie et classification

Le microcebe gris est un primate appartenant au sous-ordre des Strepsirrhiniens et a
I'infra-ordre des Lemuriformes. Il fait partie de la famille des Cheirogaleidés qui
regroupe les Iémuriens de petite taille. Comme tous les primates malgaches, Il
descend d'un ancétre commun ayant colonisé I'lle entre 45 et 54 millions d'années
avant notre ere [149]. Le microcébe murin appartient au genre Microcebus
comprenant actuellement 12 especes et sous-espéces méme si les résultats sont
encore débattus selon les études [150-153] (Figure 8). Par souci de simplification
c’est le terme microcébe qui sera utilisé dans le présent manuscrit, bien que ce genre

regroupe en nature plusieurs espéces et sous-especes.
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Figure 8 : Arbre phylogénétique du genre Microcebus obtenu par analyse d'ADN
mitochondrial (d'apres [150]).

I.E.2. Caractéristigues morphologiques (Figure 9)
Le microcébe gris est le plus gros des microcebes. Les individus adultes ont une
taille d'environ 25 centimetres avec la queue. La taille de la queue est de longueur

équivalente a celle du corps. Le microcebe pése entre 60 et 100 grammes suivant
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les saisons, les individus étant plus gros en hiver. Il existe un léger dimorphisme
sexuel avec un poids supérieur des femelles quelle que soit la saison. Le microcebe
murin présente une fourrure grise et brune sur le dos avec un ventre plus clair. La

fourrure s'éclaircit avec I'age pour devenir plus blanche.

De par son mode de vie arboricole, le microcébe murin possede des membres
antérieurs et postérieurs puissants lui autorisant des sauts sur de longues distances.
Il posséde également des pouces opposables et des replis cutanés appelés
dermatoglyphes lui permettant une bonne accroche sur les branches. Le microcébe
murin posséde de grands yeux, représentant 1,5 % de sa masse corporelle totale,
positionnés frontalement et pourvus d'un tapis choroidien (le tapetum lucidum) lui
permettant d'avoir un champ visuel élargi de 230° ainsi qu'une vision nocturne

performante. Son adaptation a la vie nocturne est également visible par ses grandes

oreilles membraneuses présentant une importante mobilité.

Figure 9 : Microcebes adulte (environ 2 ans) et agé (>10 ans) montrant les

caractéristigues morphologiques typiques de I'espéece (photos Eric Gueton).
I.E.3. Distribution spatiale et caractéristiques de I'habitat

L'lle de Madagascar s'étend sur 587 041 kmz2 ce qui en fait I'une des 5 plus grandes
fles du monde. Elle a été séparée de I'Afrique il y a 160 millions d'années et de l'inde
il y a 80 millions d'années. De part sa géographie, elle comprend un nombre
important d'environnements différents. Les cOtes Est et Ouest sont séparées par un
plateau central et représentent deux zones biogéographiques différentes. La cote Est
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comprend un couvert de forets tropicales alors que la cote Ouest est couverte de
forets de feuillus tropicaux. Le Sud de Iile correspond a un environnement
désertique entrecoupé de portions de fortes épineuses séches. De part sa
géographie, le climat de Madagascar différe suivant la latitude, les reliefs, I'océan ou
encore l'impact de la mousson [154,155]. La principale caractéristique de ce climat
est la succession de deux saisons marquées. L'lle de Madagascar se caractérise par
un hiver froid et sec et un été chaud et humide. Suivant la partie de I'lle, I'hiver dure
entre 4 et 10 mois. Les précipitations moyennes varient de 500 mm dans le Sud sec
a 3000 mm dans la foret humide située a I'Est de I'lle. De méme les températures
journalieres varient de 26°C a 29°C dans les régions humides et entre 20°C et 27°C
dans les régions plus séches. Ces températures varient également au cours de la
journée avec des nuits froides ou les températures peuvent étre négatives en hiver.
En plus de ces saisons marquées, il existe des phénoménes climatiques

exceptionnels intra-saisonniers impliqguant des phénomeénes de type EI-Nifio [156].

Figure 10 : Aire de répartition du microcebe gris sur I'lle de Madagascar (source
IUCN).

La zone de répartition du microcébe murin s'étend le long de la cote Ouest de I'ile
ainsi que quelques zones situées dans la partie Sud de I'ile. Il exploite les arbres et
les buissons du sol jusqu'a une hauteur d'environ 10 m dans les forets secondaires

voire 30m dans les forets primaires (Figure 10). Il se déplace le plus souvent sur les
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branches et rarement au sol sur de longues distances. Il apprécie particulierement
les feuillages denses les lianes et les branches fines ou il peut facilement se déplacer
et se dissimuler. Il niche généralement dans des arbres creux ou il apporte des

feuilles afin de former des nids.
I.E.4. Ecologie
|.E.4.a. Ressources alimentaires

Le microcebe est un généraliste de la forét malgache se nourrissant de fruits,
d’insectes, de gomme ou encore de secrétions d’insectes [157-161]. Il cherche et
exploite seul sa nourriture sur un territoire d'environ 0.032 km?2 [159,162,163].
Cependant, son régime alimentaire varie au cours de I'année [158,161] du fait de la
variation importante de la disponibilité alimentaire directement liée aux variations
saisonniéres de climat (Figure 12). Les femelles ont un acces privilégié a la
ressource alimentaire par rapport au male du fait de leur taille plus importante qui les

rend dominantes [164].
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Figure 11 : Evolution de la disponibilité alimentaire au cours de l'année a

Madagascar.
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I.E.4.b. Organisation sociale et reproduction

L'aspect social de la vie de cette espece reste relativement peu étudié, cependant il
semblerait que l'espéce soit organisée en voisinage dispersé multimales /
multifemelles avec des groupes de sommeil [165]. Les femelles forment la base du
groupe auquel s'associent un ou plusieurs males dominants dont les domaines vitaux
peuvent se superposer a celui des femelles. Les males dominés sont contraints de
rester en périphérie. La proximité des individus et la superposition des domaines
vitaux (Figure 12) seraient propices a des interactions sociales stables entre les
voisins [165,166]. De plus on sait que la plupart des femelles forment des groupes de
sommeil stables alors que les méles nichent généralement seuls (Figure 13) [165].

A b
4 .‘. = “’u ,
. >
b~ "\.:“ v :
°; .
. Y e e A ‘ s ¢
S ee < e~2 . ¢ :
re Qar D Ve e, A Male
¥ ol Sl ‘
BEATSN O e a : ® remelle
N A g e
'y - ..
o . “'-
e
0 100

Figure 12 : Taille et superposition des domaines vitaux de différents individus
adultes des deux sexes. Les lignes représentent les domaines vitaux de 14 males.
Les triangles correspondent aux centres d'activités des males, les points a ceux des
femelles. Les triangles blancs correspondent aux centres d'activité des males dont le

domaine vital est représenté [166].
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Figure 13 : Photographie d'un groupe de sommeil regroupé au sein d'un nichoir dans
la colonie de Brunoy (photo Eric Gueton).

La reproduction se déroule durant I'été, période favorable présentant une forte
disponibilité en ressources. Le microcebe murin peut se reproduire durant toute sa
vie. Les males voient leurs testicules se développer a l'approche de la saison de
reproduction. lls établissent alors une hiérarchie lors d'intenses compétitions. Il arrive
gue les males visitent les sites de nidification des femelles en attendant I'cestrus de
ces dernieres [165]. Les méales en meilleure condition corporelle aprés la saison
difficile sont préférentiellement choisis par les femelles qui acceptent I'accouplement.
Les femelles peuvent avoir jusque 3 cestrus durant I'été qui durent chacun entre 1 et
5 jours permettant une grande variété d'accouplements. Aprés une période de
gestation d'environ 60 jours, la femelle donne naissance a 2 petits en moyenne dans
un nid formé de feuilles et proche de sources de nourriture [167]. Aprés deux mois,
les petits sont complétement indépendants. Les femelles restent au sein du groupe

alors que les males dispersent.

I.LE.4.c. Rythmes circadiens et saisonniers

Le microcébe murin est un primate nocturne présentant des rythmes journaliers et
circadiens marqués. Le rythme circadien du microcebe murin (Figure 14) se
caracteérise par une forte activité locomotrice spontanée lors de la phase d'obscurité.
Cette haute activité s'accompagne d'une température corporelle élevée liée aux
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différentes activités comportementales des individus. Cette phase d'activité est suivie
par une baisse de température corporelle qui intervient un peu avant ou au début de
la phase de lumiere suivant la saison [168,169]. Cette baisse de la température
corporelle entraine une phase d’hypothermie qui peut aller jusqu'a un épisode de
torpeur journaliere si la température corporelle de I'animal descend sous un seuil fixé

a 33°C [168]. Lors de cette phase d'hypothermie I'animal est inactif.
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Figure 14 : Représentation du rythme circadien de la température corporelle (en
degrés Celsius) et de l'activité locomotrice spontanée (en unités arbitraires) d'un

microcebe en période de jours cours (hiver) (Adapté de [170]).

Comme pour les rythmes circadiens, les rythmes saisonniers sont extrémement
marqués chez le microcebe gris. Les changements saisonniers dans le
comportement et la physiologie des animaux sont dépendants de la photopériode.
Cette derniere varie de 11 a 13 heures a Madagascar mais peut étre reproduite
artificiellement en captivité. Il a d'ailleurs été montré que les microcebes captifs
exposeés a la photopériode de Paris ou a des photopériodes recrées en batiment par
de la lumiére artificielle présentaient les méme changements saisonniers que les
individus sauvages [171,172]. Chez le microcebe gris, les informations
photopériodiques saisonnieres permettent le contréle de la reproduction. Chez le
male, la taille des testicules régresse lors de la période défavorable des jours courts
pour raugmenter avec l'allongement des journées. De méme chez les femelles, |l

existe une régression compléete des organes génitaux pendant la période de jours
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courts et une restauration avec induction d'un cycle ovarien lors de la période de
jours longs [173]. L'importance de l'information lumineuse a également été mise en
évidence par des travaux récents sur la pollution lumineuse ou les animaux soumis a
des éclairements nocturnes développaient des caractéristiques sexuelles d'animaux
en saison de jours longs [174,175]. Une autre modification marquée de la
morphologie du microcébe murin est un engraissement saisonnier (Figure 15). Les
individus des deux sexes constituent des réserves de graisse dans l'abdomen, les

pattes et la queue pouvant atteindre 35% de la masse corporelle [173].

Figure 15 : Photographie de deux individus males en hiver (gauche) et en été
(droite) présentant un phénotype typique saisonnier avec des réserves de graisse et

des testicules atrophiés pour l'individu en hiver (photos Martine Perret).

Cet engraissement est réalisé en fin de période favorable en prévision de la baisse
des ressources alimentaires et de l'utilisation de la torpeur journaliere comme
mécanisme comportemental. Lors de l'utilisation de la torpeur un individu réduit sa
dépense énergétigue en supprimant toute activité locomotrice spontanée et en
ralentissant les processus métaboligues par une diminution de la température
corporelle. Ce mécanisme permet de diminuer le métabolisme jusque 80% [176] et
permettrait une économie d'énergie d'environ 10% [177]. Cependant, les réveils sont

colteux du fait de I'élévation nécessaire de la température corporelle pour un retour
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a la normothermie [178]. Ce retour a la normothermie est régulé de facon endogéene
et met en ceuvre des processus de thermogénese par frissons ou métabolisme du
tissus adipeux brun [179]. Bien qu'utilisée naturellement, cette stratégie
comportementale comprend de nombreux colts métaboliques mais également en
terme de reproduction et de prédation [180-182]. Il existe également des adaptations
comportementales saisonnieres qui varient en fonction du sexe de lindividu. La
majorité des femelles économisent leur énergie en entrant en torpeur saisonniere,
alors que les males semblent rester plus ou moins actifs durant cette période difficile
[173,183,184] (Figure 16)
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Figure 16 : Activité des individus lors de la saison seche. (a) Evolution du
pourcentage de males actifs au cours de I'hiver. (b) Evolution du pourcentage de

femelles actives au cours de I'hiver [184].

Du fait de I'économie d'énergie qui en résulte, la torpeur saisonniere semble plus
avantageuse pour faire face a cette période défavorable que de rester actif, méme si
une étude sur la population de Kirindy ne montre aucune différence de survie entre
les sexes [183]. Une hypothése voudrait que, en restant actifs, certains males
bénéficient d'un avantage vis-a-vis de leurs concurrents moins actifs pour la
reproduction dont la période coincide avec la sortie de torpeur saisonniere pour les
femelles [162,184].
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I.LE.4.d. Importance des capacités cognitives en nature

De nombreuses expérimentations menées dans le cadre d'études sur le
vieillissement cognitif du microcebe ont démontré des capacités cognitives
importantes en laboratoire [185—-188]. Dans un environnement présentant de fortes
pressions de sélection comme I'lle de Madagascar, ces capacités cognitives jouent
un role prépondérant méme si peu d'études sont disponibles, a ce jour, sur le sujet.
Une étude de Kappel et al. [189] a montré que les microcebes gris arrivaient a
discriminer des odeurs d'animaux prédateurs et non prédateurs. Lorsqu'un choix
entre deux odeurs dont celle de fosa, un de leur prédateur naturel, leur était
présenté, les animaux montraient un évitement total de cette odeur. Une des
capacités cognitives les plus étudiée a été la capacité de mémoire spatiale. A travers
une série d'études sur le sujet, il a reccemment été mis en évidence une préférence
des sites alimentaires stables par les individus qui les exploitent plusieurs jours
durant [190,191] (Figure 17). Dans une de ces études, les animaux montraient
également une direction préférentielle de sortie du nid vers ces sites indiquant une

capacité de mémoire de la position de la source de nourriture.
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Figure 17 : Fréquence d'utilisation des sites relocalisés d'une nuit a l'autre en

fonction du fait que la ressource consommée sur le site soit stationnaire ou non
[190].
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Il a également été noté que les microcébes murins ne se déplacaient pas de maniére
aléatoire lors de leur exploitation des ressources stables dans l'espace. Les individus
étudiés montraient une planification d’itinéraires pour les exploiter (Figure 18) basée
sur des indices visuels lorsque dautres indices sensoriels étaient indisponibles
[158,192].
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Figure 18 : Exemple d'itinéraire pour un individu lors de sa recherche de ressource
alimentaire. Les étoiles correspondent a un changement de direction suffisamment

important pour étre considéré comme intentionnel [158].

Ce qu'il faut retenir :

Le microcebe est un primate malgache soumis a de fortes pressions de
sélection. Au cours de son évolution il a développé différentes adaptations
comportementales afin de se maintenir dans un environnement changeant de
facon prévisible mais également imprévisible. Son adaptation journaliére et
saisonniere ou encore ses capacités cognitives importantes permettent une
eétude portant sur les plasticités comportementales innées et acquises. Les
variations climatiqgues importantes a Madagascar amenent des eépisodes
imprévisibles ayant pour conséquences des variations importantes dans la
guantité ou la qualité de la nourriture disponible. Les changements
alimentaires tels que la restriction calorique ou la supplémentation en AGPI n-3
peuvent impacter fortement le fonctionnement cérébral optimal ainsi que la

plasticité des comportements.
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Objectif et démarche expérimentale
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L’objectif du présent travail est de mieux comprendre l'influence de variations
alimentaires sur la plasticité comportementale, qu'elle soit innée ou acquise. Il
s'articule autour de deux types de modifications de l'alimentation : des variations
guantitatives (restriction calorique) ou des variations qualitatives (supplémentation en
AGPI n-3). L’influence des variations quantitatives, a été étudiée sur la plasticité
comportementale innée puis acquise, et I'influence de variation qualitatives a, quant
a elle, a été étudiée sur la plasticité comportementale acquise. Ces trois études sont

détaillées ci-apres :

- La premiére partie de ce travail s'est intéressée aux effets a court terme d'une
restriction alimentaire sans malnutrition a travers deux études. Un pourcentage de
restriction de 60%, basé sur les précédentes études menées sur les individus de la
colonie de Brunoy [193,194], a été choisi pour ces deux études. La premiére étude
s'est intéressée aux effets de la restriction sur la plasticité comportementale innée.
L'adaptabilité de I'horloge biologique a un changement brutal de la photopériode
sous la forme d'un décalage horaire chez des individus en restriction alimentaire a
été étudiée a l'aide d'un suivi télémétrique de leur activité locomotrice et de leur
température corporelle. Par souci de simplification cette étude est dénommée « RC-

Chrono » dans la suite du présent manuscrit.

- La deuxieme s'est, quant a elle, intéressée aux effets d’'une restriction alimentaire
sans malnutrition sur les capacités cognitives et plus précisément sur la mémoire et
I'apprentissage, mécanismes permettant des modifications du comportement basées
sur I'expérience de l'individu et mises en place au cours de sa vie. Pour cette étude,
le pourcentage de restriction défini a priori s'est révélé trop élevé sur une durée plus
longue pour que les individus restent au dessus du poids limite, fixé a 55g, lors de la
seconde session de tests. Il a donc été décidé de l'abaisser a 40%, pourcentage de
restriction maximum estimé permettant un challenge énergétiqgue suffisant et le
maintien des individus dans I'étude sur la totalité de sa durée et sans atteinte du
minimum de masse corporelle synonyme de mise en danger pour I'animal. Durant
cette étude, l'apprentissage et la mémoire ont été testés avant et aprés une période
de restriction alimentaire a l'aide d'un test de discrimination visuelle. Un suivi du
métabolisme basal, de la glycémie et de la cétonémie ainsi qu'un suivi des

performances physiques a permis une meilleure compréhension des résultats des
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tests cognitifs. Par soucis de simplification cette étude est dénommeée « RC-Cog »

dans la suite du présent manuscrit.

- Enfin, la troisieme partie de ce travail a consisté a étudier I'effet de modifications
pérennes de l'alimentation sur la plasticité comportementale acquise a travers une
supplémentation a long terme en AGPI n-3. Pour cette étude, il a été choisi de
travailler a un niveau de supplémentation correspondant aux recommandations
européennes en matiere d'apport optimal en AGPI n-3 chez 'Homme. Des tests
comportementaux de discrimination visuelle, de mémoire spatiale ou encore
d'anxiété ont permis un suivi régulier a long terme (18 mois) des performances
d'apprentissage et de mémoire des individus ainsi que de leur état émotionnel. Une
premiere évaluation du processus de neurogénese cérébrale, processus permettant
une plus grande plasticité comportementale, ainsi qu'un suivi des capacités
physiques a complété ces données pour une compréhension plus approfondie des
effets de cette supplémentation sur I'organisme.
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Matériel et méthodes
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[lI.LA. Remarque éthique

Tous les microcebes utilisés pour ce travail de thése sont issus de la colonie de
Brunoy (MNHN, France, agrément N° A91.114.1). Les différentes expérimentations
constituant cette étude ont été acceptées par le "Comité d'Ethique Cuvier " du

Muséum National d'Histoire Naturelle sous l'autorisation n°68-018.

[1l.B. L'Elevage de microcébes de Brunoy

L'élevage de microcebes du Muséum National d'Histoire Naturelle situé sur le site de
Brunoy constitue la plus grande colonie captive de microcébe au monde avec pres
de 450 individus. Cette colonie a été constituée aprés import d'individus sauvages de
Madagascar entre 1967 et 1972. Les animaux sont maintenus dans des piéeces a
température et humidité constante de T=25°C et H=55%. lIs sont regroupés par sexe
au sein de groupes sociaux de 2 a 10 individus suivant la taille de la cage. Les
animaux sont soumis a une alternance de deux régimes photopériodiques de six
mois chacun mimant les saisons. L'été est mimé par une succession de jours longs
avec 14h de lumiere et 10h d'obscurité et I'hiver par une succession de jours courts
avec 10h de lumiére et 14h d'obscurité.

Lorsqu’ils ne sont pas intégrés a un protocole expérimental particulier, les
microcébes sont nourris a partir d’'une bouillie composée de pain d’épice, de lait
concentré non sucré, de fromage blanc, de jaune d’ceuf, de poudre de céréales et
d’eau. lls sont nourris ad libitum et la ration est accompagnée de morceaux de

pommes et de bananes.

llI.C. Changements quantitatifs de l'alimentation a court terme et plasticité

comportementale.

I1I.C.1. Protocole alimentaire

La bouillie expérimentale est préparée en petite quantité chaque jour et pesée avec
précision pour le nourrissage des animaux. Elle contient 61% de glucides, 23% de
protéines et 16% de lipides [105]. La banane complétant la ration est mixée avec la
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bouillie pour le contréle des restes de nourriture. La quantité couvrant les besoins

journaliers des individus est de 219 au total, soit un total de 105kJ [105].

Eau 216 g
Lait concentré non sucré 151 g
Pain d'épice 219
Mélange de céréales (Blédine®) 369
Fromage blanc 11049
Jaune d'ceuf 169
Banane 220 g
Total 770 g

Tableau 1 : Composition du régime expérimental.

[lI.C.2. Etude 1: Restriction calorique et horloge biologique comme

marqueur de la plasticité comportementale innée (Etude RC-Chrono)

lll.C.2.a. Démarche expérimentale

16 males adultes issus de la colonie de Brunoy ont été utilisés pour cette étude. Leur
age, au moment de l'expérimentation, variait de 1 a 5 ans (3.9 + 1.3). Durant toute la
durée de I'expérience, les individus ont été isolés en cage individuelle et soumis a
une photopériode estivale (jours longs avec 14h de lumiere et 10h d'obscurité). La
température et I'numidité ont été maintenues constantes a T=25°C et H=55%. Dans

la nature, ces conditions favorisent un haut niveau d'activité des individus.

L'étude a duré au total 2 semaines (Figure 19). Les animaux ont été séparés en deux
groupes : un groupe contrble (CTL) nourri avec 21 g du régime expérimental décrit
dans le tableau 1 pour un total de 105kJ/jour et un groupe restreint (RC) recevant
60% de calories en moins que le groupe CTL soit 8.4 g du régime expérimental décrit
dans le tableau 1 pour un total de 42kJ/jour. Durant la période d'intervention
alimentaire, les animaux ont été pesés tous les deux jours afin de s'assurer que leur

masse corporelle ne descende pas sous les 55g (masse corporelle en dessous de
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laquelle ils doivent étre exclus de I'expérience pour ne pas leur faire courir de risques
de santé). Les animaux ont été nourris tous les jours a une heure aléatoire pendant
laguelle tous étaient actifs (en observant les données d'activité en temps réel), dans

le but de ne pas perturber leurs rythmes en les réveillant.

L'activité locomotrice spontanée ainsi que le température corporelle des individus est
suivie par télémétrie L'enregistrement a été lancé au début d'une phase d'obscurité
(17h). Du jour 1 au jour 6, la photopériode a été maintenue constante avec 14h de
lumiere (3h-17h) et 10h d'obscurité (17h-3h). Le septiéme jour, la phase de lumiere a
été allongée de 6h (3h-23h). La deuxiéme semaine (jours 8 a 14), la photopériode a
été maintenue constante avec le décalage engendré par I'ajout des 6h de lumiere
avec une phase de lumiere de 14h (9h-23h) et phase d'obscurité de 10h (23h-9h).
De plus, certains animaux (n=4, 2 CTL, 2 RC) ont été suivis a l'aide d'un systeme de
respirométrie, permettant de suivre leur métabolisme aérobie en continu pendant les

2 semaines d'expérimentation.

Décalage horaire (Shift)

Extinction lumiére : +6h

4

Chirurgie l Sfam%i:eﬂ?h . nga;:ezgh Chirurgie
umiére : 3h— umiére : Oh—
et repos Obscurité: 17h—~3h Obscurité: 23h—Sh et repos

Figure 19: Calendrier expérimental de la manipulation expérimentale
Changements quantitatifs de [l'alimentation a court terme et plasticité

comportementale innée.
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[11.C.2.b. Mesure de l'activité locomotrice et de la température :

Télémétrie

L'activité locomotrice et la température corporelle des individus ont pu étre suivies a
l'aide d'un dispositif de télémétrie. Un transmetteur de 2,5g (modéle TA10TA-F20,
DataScience Co. Ltd, Minnesota, USA) est implanté sous anesthésie gazeuse par
isoflurane (Iso-vet, Isoflurane 100mg/g, Piramal | Healthcare UK Limited, Morpeth,
Northumberland, United Kingdom) dans la cavité péritonéale de l'animal. Une
période de repos de 2 semaines avec suivi quotidien du processus de cicatrisation
suit chaque implantation. Les animaux sont isolés lors de cette période de repos
pour éviter qu'un animal affaibli soit attaqué par ses congénéres. La méme
procédure est employée lors du retrait des implants. L'animal rejoint son groupe

social aprées cicatrisation compete.

Le systeme de télémétrie comprend le transmetteur implanté ainsi qu'une plaque
réceptrice placée sous la cage de l'animal. Cette plaque réceptrice capte les
mouvements verticaux et horizontaux de I'animal (systeme de coordonnées X-Y,
Dataquest Lab Pro v. 3.0, Data Science Co. Ltd, Minnesota, USA) qui sont ensuite
sommés par période de 5 minutes. L'activité locomotrice est exprimée en unités
arbitraires (u.a.) et la température corporelle en degrés Celsius (°C). Plusieurs
parameétres sont extraits manuellement des enregistrements : l'activité locomotrice
moyenne pendant les phases de lumiére et d'obscurité, l'activité locomotrice
moyenne par jour complet. Ces mémes données sont également extraites sur des
événements ponctuels (changement de photopériode). L'onset d'activité, exprimé en
minutes, est défini par la différence entre I'heure de début d'activité de I'animal (six
premiers intervalles de 5 minutes au cours desquels l'activité locomotrice de I'animal
est supérieure a l'activité locomotrice moyenne de la phase de lumiere) et I'heure
d'extinction de la lumiére. La température corporelle est enregistrée toutes les 5
minutes. Plusieurs parametres sont également extraits manuellement des
enregistrements : la température moyenne pendant les phases de lumiére et
d'obscurité, la température minimale sur un jour complet. Les périodes de torpeur
sont également déterminées. Un animal est considéré comme entrant en torpeur
lorsque sa température corporelle descend sous les 33°C pendant plus de 6
intervalles consécutifs de 5 minutes [194,195]. La durée et la température moyenne
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des événements de torpeur ainsi que la température minimale atteinte sont mesurés

chaque jour.

[11.C.2.c. Suivi métabolique continu

Le suivi, en continu, du métabolisme aérobie des individus a été réalisé a l'aide d'un
appareil de calorimétrie indirecte (Colombus Instruments, Colombus, Ohio, Etats-

uUnis). Il mesure I'oxygéne consommeé par les animaux par intervalle de 5 minutes.

Pour cela, les animaux sont isolés dans des cages hermétiques (40 cm de longueur,
31 cm de largeur, 28 cm de hauteur) en Plexiglas recevant de I'air frais a un débit de
3L.s™. Une sonde placée au fond de la cage permet I'analyse de l'air présent dans la
cage. L'air est analysé a l'entrée du systeme et a la sortie par un analyseur qui
mesure les taux d'oxygéne et de dioxyde de carbone. Un logiciel (Oxymax v.4.79,
Colombus Instruments, Colombus, Ohio, Etats-Unis) calcule alors différents
paramétres comme la consommation d’oxygene (VO,) la production de dioxyde de
carbone (VCO,) ou encore le quotient respiratoire (RER, RER=VCO,/VO,) qui donne
une indication de la source d'énergie utilisée (lipidique ou glucidique). Le systéme est

calibré tous les jours lors des expérimentations a l'aide de diazote pur et d'un

meélange de dioxygene et de dioxyde de carbone en proportions connues.

[11.C.2.d. Méthodes statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad
prism 6 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA). La normalité des données a été
vérifiée préalablement a tout test a l'aide de tests de Shapiro-Wilk ainsi que la
présence de valeurs aberrantes a l'aide de test de Dixon. Les valeurs sont exprimées

en moyenne + écart-type.

Pour cette étude, la masse moyenne au début de l'intervention alimentaire est de
77,1 £ 11,49 pour les individus CTL et 85,1 £ 10,19 pour les individus RC. Du fait de
la différence de masse de départ et de grande variabilité inter-individuelle, il a été
choisi de travailler avec des masses corporelles normalisées par rapport a la masse

corporelle au jour O de l'intervention alimentaire.
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L'évolution de la masse corporelle normalisée a été étudiée a l'aide d'une ANOVA a
deux facteurs (temps et traitement) et de tests de Bonferroni post-hoc. Des ANOVA a
deux facteurs (temps et traitement) ont également été utilisées pour traiter les
données extraites de l'activité locomotrice et de la température corporelle (valeurs
des phases de lumiere/ phases d'obscurité, valeurs moyennes, Onsets). Les
comparaisons journalieres entre les groupes ont été étudiées a I'aide de tests post-
hoc de Bonferroni. Les autres données, nombre d'événements de torpeur pour les
semaines 1 et 2 données moyennes de torpeur des individus RC, ont été analysées
a l'aide de tests de comparaison de moyenne. Lors d'analyse des mémes individus a
deux moments différents nous avons utilisé des tests de Student appariés si la
variance des deux échantillons était égale (Statistique de test : statistique de Student
notée t) ou des tests de rangs signés de Wilcoxon si la variance des deux
échantillons était différente (Statistique de test : somme des rangs positifs notée W).
Lors d'analyse de la différence entre les deux groupes a un moment donné nous
avons utilisé des tests de Student non-appariés si la variance des deux échantillons
était égale (Statistique de test : statistique de Student notée t) ou des tests de Mann
Whitney si la variance des deux échantillons était différente (Statistique de test :
statistique de Mann-Whitney notée U). Les corrélations entre paramétres ont été

obtenues par application de régressions linéaires aux données expérimentales.

1I.C.3. Etude 2 : Restriction calorique a court terme et capacités

cognitives comme marqueur de plasticité comportementale acquise (RC-Cog)

[1l.C.3.a. Démarche expérimentale

28 males adultes issus de la colonie de Brunoy ont été utilisés pour cette étude. Leur
age, au moment de I'expérimentation, variait de 1 a 4 ans (2.4 = 1.1). Durant toute la
durée de l'étude, les animaux ont été soumis a une photopériode estivale (jours
longs soit 14h de lumiére alternant avec 10h d'obscurité). La température et
I'humidité ont été maintenues constantes a T=25°C et H=55%. Dans la nature, ces
conditions favorisent un haut niveau d'activité des individus. Afin de contrdler leur
alimentation, les individus ont été isolés au début du protocole de nourrissage.
Cependant, les conditions de captivité autres que l'alimentation (température,
humidité, photopériode) sont restées identiques.
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L'étude a duré au total 6 semaines (Figure 20). Durant les trois premiéres semaines,
les animaux ont été maintenus au sein de I'élevage et ont été nourris avec de la
bouillie, des fruits frais et de I'eau ad-libitum. Pour le traitement alimentaire, les
animaux ont été séparés en deux groupes : un groupe contrdle (CTL) nourri avec
21g du régime expeérimental décrit dans le tableau 1 pour un total de 105kJ/jour et un
groupe restreint (RC) recevant 40% de calories en moins que la groupe CTL soit
12,6 g du régime expérimental décrit dans le tableau 1 pour un total de 63kJ/jour.
Durant la période d'intervention alimentaire, les animaux sont pesés tous les deux
jours afin de s'assurer que leur masse corporelle ne descende pas sous les 55¢g
(masse critique a partir de laquelle les animaux sont exclus de I'expérience pour ne

pas les mettre en danger).

La premiére semaine correspond a une premiere session de test (session 1) d'une
durée de 4 jours. Les animaux sont soumis a une mesure de leur métabolisme basal
et de leurs performances physiques (jour 1) et a un test d'apprentissage utilisant le
dispositif de discrimination visuelle (jours 2, 3 et 4).Aprés cette premiére session de
test, les animaux sont laissés au repos pour une durée de 2 semaines. lls sont
ensuite isolés et séparés en deux groupes expérimentaux avec traitement
alimentaire correspondant. Les groupes expérimentaux sont constitués de facon a ce
gue les résultats de la premiére session de test et les ages soient homogenes entre
les deux groupes avec 14 individus CTL et 14 individus RC. lls sont nourris
conformément a leur assignation pour les 19 jours suivants. La seconde session
(session 2) de tests se déroule apres 16 jours de traitement alimentaire suivant le
méme ordre que la premiere. Pour le test de discrimination visuelle, la session
d'habituation est remplacée par un test de mémoire de l'apprentissage effectué lors
de la premiére session de tests (session 1). Les stimuli visuels utilisés lors du test de
discrimination visuelle sont pour I'apprentissage de la session 1 et le test de mémoire
de la session 2 : un triangle en plastique noir de 22 cm? (plateforme fixe) et un rond
en carton blanc de 22,5 cm? (plateforme mobile). Pour I'apprentissage de la session
2, un rectangle en gomme verte de 30 cm? présentant des cercles noirs
concentriques (plateforme fixe) et une étoile bleue en papier rigide se 22,5 cm? ont
été utilisés. Ces deux paires de stimuli ont été décrites comme efficace lors de la
validation du test [185]. Des mesures de glycémie et cétonémie ont été ajoutées au
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protocole lors d'une augmentation de l'effectif expérimental initial et effectuées sur 10

individus (5 CTL, 5 RC) régulierement au cours de l'intervention alimentaire.

Début du traitement alimentaire

Session 1 Repos Traitement alimentaire Session 2
L L
Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine 6
Session 1
Rotarod Discrimination Discrimination Discrimination
Métabolisme basal Habituation Apprentissage Apprentissage
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
Session 2
Rotarod Discrimination Discrimination Discrimination
Métabolisme basal Mémoire Apprentissage Apprentissage
Jour 1 Jour 2 Jour 3 Jour 4
Figure 20 : Calendrier expérimental de la manipulation expérimentale

Changements quantitatifs de l'alimentation a court terme et plasticité

comportementale acquise.

[11.C.3.b. Test de discrimination visuelle

Ce dispositif adapté de la plate-forme de saut de Lashley [196] permet de tester les
facultés d'apprentissage et de mémoire des animaux. Il a la particularité de ne pas
nécessiter de renforcement alimentaire, ce qui le rend particulierement adapté aux

études sur la restriction calorique [185].

Le dispositif prend la forme d'une cage verticale d'une hauteur de 150cm composée
de trois faces en contre-plaqué et d'une vitre sans tain en plexiglas permettant
I'observation des individus (Figure 21). Une lampe de 50W, placée au centre de la

face supérieure du dispositif permet I'éclairage de ce dernier.
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écran opaque

nichoir - -

plateformes avec stimuli

plateforme de saut

Figure 21 : Dispositif de discrimination visuelle adapté au microcebe (d'aprés [185]).

Le dispositif est composé de trois plateformes mobiles. La plateforme de saut est une
plateforme en plastique surélevée sur laquelle I'animal débute le test aprés y avoir
été placé a I'aide d'un cylindre noir mobile en plastique dont lI'ouverture donne sur la
face supérieure du dispositif. Cette plateforme peut étre régulierement inclinée pour
inciter I'animal a sauter. Les deux autres plateformes sont situées en contrebas de la
plateforme de saut. Ce sont deux planches de bois (15x30cm) espacée par un vide
de 35cm. Ces plateformes se maintiennent en équilibre a l'aide d'un systeme de
poulies et de contrepoids. Elles peuvent étre laissées mobiles ou étre fixées par un
crochet. L'animal doit sauter sur une de ces plateformes afin d'avoir acces a la sortie
du dispositif. Une plateforme fixe centrale peut étre ajoutée au dispositif pour les
phases d'habituation. Un écran opaque en Plexiglas® est placé et empéche I'animal
de sauter directement dans l'ouverture de sortie. Si lI'animal saute sur la bonne
plateforme, il devra passer par une ouverture de I'écran de Plexiglas® et aura acceés
a son nichoir situé derriere une des faces du dispositif. Si I'animal saute sur la

mauvaise plateforme, celle-ci s'effondrera sous son poids et I'animal tombera sur la
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face inférieure du dispositif sur laquelle est placé un oreiller pour éviter toute
blessure. Une trappe sur la face droite du dispositif permettra de placer un nichoir sur
la face inférieure du dispositif permettant de récupérer I'animal en minimisant son
stress. L'individu sera alors replacé directement dans le cylindre de départ. Les deux
plateformes d'arrivée se distinguent par un stimulus visuel placé sur chacune. La
paire de stimuli utilisée est choisie aléatoirement parmi un ensemble de 20 paires.
Pour chaque paire les stimuli sont choisis de maniere a étre facilement
discriminables pour éviter tout biais visuel. Les deux stimuli d'une paire difféerent par

leur forme, leur couleur, leur éclat ainsi que par leur texture.

Chaque session comprend 3 jours. Le premier correspond a une phase d'habituation
au dispositif. Elle ne met en jeu aucun stimulus visuel et comprend 7 essais. Lors de
cette phase I'animal n'a pas de choix pour la plateforme cible et celle-ci est toujours
rendue fixe. Pour chacun des essais, I'animal est placé dans le cylindre de départ
pour une durée de 1 minute. Le cylindre est ensuite levé pour que I'animal puisse
avoir acceés a la totalité de la plateforme de saut. Les deux premiers essais sont
menés avec une plateforme cible centrale sans la plaque de Plexiglas® opaque
permettant ainsi a I'animal de voir I'emplacement de la sortie du test. Les deux essais
suivants sont menés avec la méme plateforme centrale mais cette fois, la plague
opaque est présente. Les trois derniers essais sont menés avec les plateformes
d'arrivée utilisées pendant le test suivant une séquence "droite-gauche-droite” ou
"gauche-droite-gauche". Pour ce test chaque essais réussi (I'animal saute sur une
plateforme avant de rentrer dans son nichoir), I'animal est récompensé par un temps
de repos de 2 minutes avant d'étre replacé dans le cylindre de départ. Si I'animal ne
saute pas sur une plateforme, il est récupéré a l'aide d'un nichoir placé sur la face
inférieure du dispositif. Il est alors remis directement dans le cylindre de départ.
Lorsque l'animal reste immobile sur la plateforme de saut, celle-ci est légerement

inclinée afin d'accroitre la motivation de I'animal.

Les deux jours suivants sont consacrés au test d'apprentissage. Il consiste en un
maximum de 2 sessions de 30 essais maximum chacune. Chaque essai a une durée
maximale de 5 minutes. L'animal doit atteindre un critere d'apprentissage fixé a 8
essais réussis sur 10 essais consécutifs pour mettre fin au test. Sl I'animal n'atteint

pas ce critére la session continue jusqu'a la fin des 30 essais. Sl I'animal n'atteint pas
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le critere lors de la premiére session il dispose d'une deuxieme session de 30 essais
maximum. Pour chaque essai chaque plateforme est associée aléatoirement avec un
des stimuli de la paire utilisée. L'animal doit associer un des indices avec la
plateforme fixe qui lui permettra de rejoindre son nichoir. L'autre indice indiquera la
plateforme mobile qui s'effondrera sous l'effet de son poids en cas de saut sur celle-
ci. Si I'animal saute sur la plateforme fixe, il est rfécompensé par un temps de repos
de 2 minutes avant d'étre replacé dans le cylindre de départ. L'essai est noté comme
un succes. Si I'animal saute sur la plateforme mobile, il est récupéré a l'aide d'un
nichoir placé sur la face inférieure du dispositif. Il est alors remis directement dans le
cylindre de départ et I'essai est noté comme un échec. Lorsque I'animal évite le test
(saut dans le vide, accroché a la vitre ou a une face du test, sauts répétés dans le
cylindre de départ, refus de saut pendant 5 minutes), I'essai est noté comme un

refus. Si I'animal effectue 5 refus consécutifs, la session prend fin.

Lors des sessions suivantes, la phase d'habituation est remplacée par un test de
meémoire. Ce test consiste en une session de 30 essais maximum ou l'animal doit
atteindre le critere de 8 essais réussi sur 10 essais consécutifs. La paire de stimuli
utilisée correspond a celle utilisée lors du dernier apprentissage de l'animal. Les
mémes critéres de notation que pour le test d'apprentissage sont utilisés. Pour les
tests de mémoire et d'apprentissage, le nombre total d'essais avant d'atteindre le
critére, le nombre total d'essais réussis, le nombre total d'échec et de refus ont été
relevés. Le taux de réussite a été défini comme le nombre d'essais réussis sur le

nombre d'essais total.

Nous avons récemment décrit et validé l'utilisation de ce dispositif a travers le test
d'une cohorte d'individus jeunes et ageés [185]. Les résultats de cette étude
n'indiguent pas d'influence de I'age sur la capacité d'apprentissage des individus lors
de deux tests séparés d'un mois. Les individus des deux groupes présentent
également des progres lors du second test qui nécessite moins d'essais de leur part.
La rétention de la premiére discrimination, elle aussi testée un mois aprés le premier
apprentissage, montre, quant a elle, une meilleure performance des individus jeunes
qui atteignent directement le critére de rétention. Cette étude a permis de montrer
gue ce dispositif permettait une évaluation rapide et efficace de la cognition chez le

microcebe.

57



111.C.3.c. Mesure de coordination motrice et d’endurance : Rotarod®
(Figure 22)

Ce test permet une quantification de la coordination motrice, de I'équilibre mais
également de I'endurance des individus. Le résultat du test est obtenu en mesurant
le temps maximum durant lequel un individu réussit & se maintenir en équilibre sur un
cylindre rotatif présentant une accélération progressive (Rotarod®, modéle 7750, Ugo
Basile, Italie). Le cylindre, d'un diametre de 5 cm, est |égerement cranté pour éviter
aux individus de glisser. Il est entrainé par un moteur qui permet sa rotation dont la
vitesse augmente progressivement pour atteindre 40 tours par minute au bout de 5

minutes.

Figure 22 : Dispositif expérimental de test de coordination motrice et d’endurance :

Rotarod®.

Pour chaque essai, I'animal est placé sur le cylindre entrainé a une vitesse de 20
trs/min. La vitesse est ensuite augmentée régulierement jusqu'a la fin de l'essai. Un
essai est considéré comme terminé lorsque l'individu tombe du cylindre ou s'agrippe
a celui-ci durant un minimum de trois tours consecutifs sans arriver a rétablir son
équilibre. Le temps avant la perte d'équilibre ou la chute est relevé pour chaque
essai. Les animaux doivent réaliser 5 essais maximum dont le meilleur servira de
résultat au test. Le systéme est nettoyé entre chaque essai. Les animaux sautant du

dispositif sont exclus des analyses.

58



[11.C.3.d. Mesure du métabolisme basal

Le métabolisme basal des individus est déterminé par la mesure de leur
consommation en oxygéene dans l'enceinte d'un respirometre en circuit fermé. La

mesure est effectuée pendant la période d'inactivité de I'animal (phase de lumiere).

Chaque animal est placé dans une chambre de 2.5l, elle-méme placée dans une
étuve a une température constante de 25°C. L'animal dispose de 20 minutes afin de
s'habituer au dispositif. Durant ce laps de temps, la ventilation est constante avec un
débit de 2 L.min™. A la suite de cette phase d'habituation, la ventilation est coupée
pendant une durée de 40 min. La quantité d'oxygéne consommeée durant cet
intervalle de temps est mesurée par différence de concentration initiale et finale en
oxygéne dans l'enceinte relevée a l'aide d'un analyseur (Servomex 570 A®) calibré
régulierement a l'aide de diazote pur. Le métabolisme basal de I'animal est ensuite

calculé en fonction de sa masse corporelle.

[11.C.3.e. Mesure de la glycémie

La glycémie des individus a été relevée a jeun avant distribution de la nourriture. Les
animaux sont capturés dans leur nichoir pour réduire le stress engendré par une
capture. Le sang est prélevé sur la veine saphene située a l'arriere du mollet de
I'animal. Une goutte suffit par bandelette de test. 3 bandelettes sont utilisées par test
de glycémie. Les mesures sont effectuées a l'aide d'un glucométre (Glucofix®
Prenmium, Menarini Diagnostics S.r.l, Firenze, Italie) et des bandelettes adaptées
(Glucofix® Sensors, Menarini Diagnostics S.r.l, Firenze, ltalie). La valeur moyenne
des mesures est utilisée afin de réduire les possibles variations engendrées par les

stress.
[11.C.3.f. Méthodes statistiques
Toutes les analyses statistiques ont été effectuees en utilisant le logiciel GraphPad

prism 6 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA). La normalité des données a été

vérifiée préalablement a tout test statistique a l'aide de tests de Shapiro-Wilk ainsi
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gue la présence de valeurs aberrantes a l'aide de test de Dixon. Toutes les valeurs

sont exprimées en moyenne * écart-type.

Pour cette étude, les animaux des deux groupes ont une masse moyenne similaire
au début de lintervention alimentaire. Cette masse est de 80 + 12,8 g pour les
individus CTL et 80 £ 11,1 g pour les individus RC. Cependant, du fait de la
variabilité des masses corporelles au départ il a été choisi de travailler avec des
masses corporelles normalisées par rapport a la masse corporelle au jour 0O de

l'intervention alimentaire.

Les évolutions de la masse corporelle normalisée et de la glycémie ont été étudiées
a l'aide d'une ANOVA a deux facteurs (temps et traitement) associée a des tests de
Bonferroni post-hoc. L'analyse des données de Rotarod, de métabolisme basal et de
discrimination a été effectuée a l'aide de tests de comparaison de moyennes. Lors
d'analyse des mémes individus a deux moments différents nous avons utilisé des
tests de Student appariés si la variance des deux échantillons était égale (Statistique
de test : statistique de Student notée t) ou des tests de rangs signés de Wilcoxon si
la variance des deux échantillons était différente (Statistique de test : somme des
rangs positifs notée W). Lors d'analyse de la différence entre les deux groupes a un
moment donné nous avons utilisé des tests de Student non-appariés si la variance
des deux échantillons était égale (Statistique de test : statistique de Student notée t)
ou des tests de Mann Whitney si la variance des deux échantillons était différente
(Statistique de test : statistique de Mann-Whitney notée U). Les corrélations entre
parameéetres ont été obtenues par application de régressions linéaires aux données

expérimentales.

Pour l'analyse statistique, les individus refusant de sauter lors du test de
discrimination ont été exclus (CTL n = 4, CR n = 7). De méme, les individus pour
lesquels aucune donnée de test de Rotarod n'a pu étre récoltée lors de la seconde

session de tests, ont été exclus des analyses (CTL n=1, CR n=3).
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[l.D. Changement qualitatifs de l'alimentation a long terme et plasticité

comportementale acquise - Supplémentation en AGPI n-3 et comportement

[11.D.1. Sujets et conditions expérimentales

20 animaux adultes issus de la colonie de Brunoy ont été utilisés pour cette étude.
Leur &ge, au début de I'expérimentation, variait de 1 a 4 ans (3 + 0,6). Ces animaux
ont été placés a 2 par cage suivant leur masse corporelle et le groupe auquel ils
appartenaient (contréle (CTL) ou supplémentés en AGPI n-3 (AGPI n-3)). Ceci
favorise le bien étre des animaux en leur permettant des interactions sociales sans
compromettre I'expérimentation. Les animaux ont été pesés toutes les semaines et
les groupes ont été ajustés en conséquence. L'écart maximal de poids entre deux
individus de la méme cage ne devait pas dépasser 10g sous peine de conflits

sociaux.

I11.D.2. Intervention alimentaire

Les animaux ont été nourris ad libitum avec le méme régime expérimental que dans
la premiére partie (Figure 1) auquel de l'huile a été ajoutée (huile d'olive pour les
CTL, huile de thon pour les AGPI n-3) et des fruits frais, une fois par semaine.
L'apport en huile dans la bouillie a été calculé en fonction des recommandations
européennes [197] qui s'établissent a 0,06% de I'énergie totale ingérée en acide
eicosapentaénoique (EPA, 20:5 n-3) et 0,3% en acide docosahexaénoique (DHA,
22:6 n-3). Pour cette étude, la quantité correspondait a 0,153g d'huile de thon pour
100g de bouillie. La bouillie des animaux CTL a été enrichie de la méme quantité
d'huile d'olive riche en acides gras monoinsaturés et naturellement pauvre en AGPI
n-3.

[11.D.3. Démarche expérimentale

Le comportement des animaux a été évalué tous les 6 mois pendant une durée de
18 mois correspondant a 4 sessions de tests. Le test de tous les individus s'est
déroulé sur un total de 8 semaines. Comme les animaux provenaient de deux lots

d'animalerie décalés d'un mois, la durée maximale entre le test du premier et du
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dernier des animaux d'un méme lot n‘a pas excédé 4 semaines. Ceci a permis de
tester les animaux a la méme période de I'année. Chaque session de test a duré 5
jours. Le premier jour a permis de tester des aptitudes physiques des individus a
l'aide du Rotarod (suivant le méme protocole que celui décrit pour I'étude RC-Cog,
voir page 58). Le deuxiéme jour s'est déroulé un test d'émotivité en openfield. Enfin
les troisiemes, quatriemes et cinquiémes jours ont permis de tester les capacités
d'apprentissage et de mémoire des individus a l'aide du dispositif de discrimination
visuelle (suivant le méme protocole que celui décrit pour I'étude RC-Cog, voir page
54).

A lissue des 18 mois de supplémentation, 6 individus (3 CTL et 3 AGPI n-3) ont été
choisis parmi les groupes en fonction de leur réussite aux tests de discrimination
(animaux ayant réussi la tache a T6, T12 et T18 mois). Ces animaux ont été sacrifiés
pour mettre en évidence la neurogenése. Leur sang a €galement été prélevé pour

une analyse des lipides circulants totaux.

[11.D.4. Test d'openfield

Le test d'openfield utilisé au cours de ce travail se base sur le test développé par Hall
chez le rat [198,199]. Ce test est principalement utilisé pour évaluer l'anxiété des
individus [200]. Chez le microcebe placé dans un nouvel environnement, des
comportements tels qu'une immobilité prolongée et une exploration limitée marquent
un haut niveau de stress et d'anxiété, rendant ce test particulierement intéressant

pour suivre ces parametres.

Le systéme expérimental utilisé est une enceinte en plexiglas opaque et brillante
(100x100x20cm) couverte par une plaque de plexiglas transparente empéchant
l'animal de s'échapper (Figure 23). Le dispositif est placé dans une piéce sans
lumiére. Quatre lampes a lumiere rouge d'une puissance de 15W chacune sont
placées a chaque coin de I'enceinte afin d'obtenir une lumieére homogene dans le
dispositif. Chaque session est filmée par une caméra et analysée par un systeme de

vidéotracking (VideoTrack, ViewPoint Behavior Technology, Lyon, France).
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Figure 23 : Schéma simplifié de I'enceinte permettant le test d'openfield.

Chaque session dure 30 minutes au cours desquelles un individu est placé dans un
coin de l'enceinte (le méme pour tous les animaux) avec la possibilité d'explorer ce
nouvel environnement. A la fin de ces 30 minutes, le nichoir de I'animal est placé
dans un angle du champ d'étude (le méme pour tous les animaux) limitant ainsi le
stress de capture en fin de session. Trois paramétres sont mesurés durant chaque
session : la latence au premier mouvement d'exploration (exprimée en secondes),la
durée de déplacement dans le dispositif (exprimée en secondes) ainsi que la
distance totale parcourue par l'individu (exprimée en centimetres). Généralement, la
latence au premier mouvement est un bon indicateur de I'état émotionnel de I'animal
avec une latence importante en cas d'anxiété. De méme, la durée d'exploration ainsi
gue la distance totale parcourue sont deux mesures reflétant bien le comportement

exploratoire de l'individu [201].

[11.D.5. Analyse des lipides sanguins circulants

L'analyse de la composition en lipides circulant a été effectuée au sein du laboratoire
"Nutriments Lipidiques et Prévention des Maladies Métaboliques" de I'Université Aix-
Marseille sur des échantillons de sang de 6 individus (CTL n = 3, AGPI n-3 n = 3)
prélevés sur héparine aprés 18 mois de traitement alimentaire centrifugés, et dont le
plasma est stocké a - 80 °C. Les lipides totaux ont été extraits du plasma centrifugé a
l'aide d'un mélange chloroforme/méthanol (2/1) selon la méthode de Folch [202]. Les
phospholipides totaux ont ensuite été séparés par chromatographie liquide en phase

solide sur des billes de silice, I'élution séquentielle a été faite avec du chloroforme,
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puis du méthanol contenant la fraction phospholipidique [203]. Tous les éluants ont
été séchés avec de l'azote et les fractions phospholipidiques ont été transmethylées
avec 10 % de trifluoride de bore (Fluka, Sokolab) a 90 °C pendant 20 minutes [204].
Les esters méthyliques d'acides gras ont ensuite été analysés par chromatographie

en phase gazeuse [205].

[11.D.6. Mesure de la neurogenése

[11.D.6.a. Préparation des coupes et coloration

La neurogénése chez les deux groupes d’animaux a été mise en évidence par
immunohistochimie. Le bromodéoxyuridine (BrdU, 10 mg/mL, dissous dans 0.9%
NaCl), analogue de la thymidine, a été injecté en intrapéritonéal a une dose de 50
mg/kg, deux fois par jour durant 2 semaines chez 6 animaux (3 animaux CTL et 3
animaux AGPI n-3), qui ont été choisis pour leur performance aux tests cognitifs
(animaux ayant réussis la tache de discrimination visuelle a T6, T12 et T18 mois).
Les microcebes ont été euthanasiés 20h apres la derniere injection de BrdU. Pour
cela, ils ont été anesthésiés profondément avec 50 mg/mL de phénorbital et perfusés
avec du paraformaldéhyde a 4% dans 0.1 mol/L de PBS, suivi par la fixation des
cerveaux par immersion dans le méme fixateur pendant 24h a 4°C. lls ont ensuite
été placés dans une solution de sucrose/azide/PBS pendant plusieurs jours puis ont
été congelés par immersion dans de lisopentane a -40°C pendant 2-3 min. Des
sections en série de 7.5 um ont été réalisées sur cryostat a -20°C puis ont été
montées sur des lames superfrost + et placées a -80°C. Les sections ont ensuite été
rincées dans une solution de tampon phosphate (PBS) Tween a 0.1% (3 fois 15 min),
puis placées dans du tampon citrate chaud durant 20 min. Les sections ont été de
nouveau rincées avec la solution de PBS Tween 0.1% (3 fois 15 min). Chaque
section a été ensuite bloquée pendant 20 min avec 500 uL d’'une solution de blocage
(2% BSA PBS Tween 0,1%) et placée dans une chambre humide. Deux solutions
d’anticorps primaires ont été préparées, la premiére contenant un anticorps
monoclonal de souris dirigé contre BrdU, dilué au 1 : 200 et un anticorps monoconal
de lapin dirigé contre NeuN, dilué au 1 : 1000, et la seconde contenant un anticorps
monoclonal de souris dirigé contre BrdU et un anticorps monoclonal de lapin dirigé
contre GFAP, dilué au 1 : 1000. Les lames ont été séparées en trois groupes et ont
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recu 250 pL soit de la solution d’anticorps BrdU/NeuN, soit de la solution d’anticorps
BrdU/GFAP, le dernier groupe gardant le tampon de blocage (lames contrdles). Les
lames ont été de nouveau mises en chambre humide, toute la nuit, a 4°C puis ont été
rincées au PBS Tween 0.1% (3 fois 15 min). 250 pyL d’'une solution d’anticorps
secondaires contenant un anticorps Alexa Fluor 555, anti-souris, dilué au 1 : 500 et
un anticorps Alexa Fluor 488, anti-lapin, dilué au 1 : 500, ont été déposés sur chaque
lame. Les lames ont été mises en incubation pendant 1h, dans la chambre humide.
Elles ont ensuite été lavées au PBS Tween 0,1% (2 fois 15 min) puis au PBS
pendant 15 min. Une goutte de milieu de montage avec du DAPI a été déposée sur
la lame et couverte d’une lamelle en verre. Les lames ont été scellées avec du vernis
puis mises a sécher pendant 5 min. Les lames montées ont alors été placées a 4°C

pendant quelgues heures avant observation au microscope a fluorescence.

[11.D.6.b. Analyse des lames

Pour cette étude, différentes zones du cerveau du microcébe ont été analysées afin
d’observer linfluence des AGPI n-3 sur la neurogénese : le bulbe olfactif (OB),
'amygdale, la zone sous-granulaire du gyrus denté de I'hippocampe (DG) et la zone
sous-ventriculaire des ventricules latéraux (SVZ). Ces zones ont été choisies car ce
sont des zones dans lesquelles le processus de neurogénése, ou la présence de
nouveaux neurones, a déja été décrite chez d’autres mammiféres et par ailleurs des
zones cérébrales impliquées dans la mémoire (hippocampe, avec le gyrus denté) et
les émotions (amydale) [25]. Les cellules co-marquées avec NeuN et BrdU ont été

comptées sur chaque zone, a des niveaux de coupes différents.

[11.D.7. Méthodes statistiques

Toutes les analyses statistiqgues ont été effectuées en utilisant le logiciel GraphPad
prism 6 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA). La normalité des données a été
vérifiée préalablement a tout test a l'aide de tests de Shapiro-Wilk ainsi que la
présence de valeurs aberrantes a l'aide de test de Dixon. Les valeurs sont exprimées

en moyenne * écart-type.
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Du fait de l'existence d'un effet d'habituation et du manque de motivation des
individus au test, le test de la plateforme circulaire n'a pu étre reproduit apres le test
basal a TO. De méme le test d'Openfield n'a pas été reproduit au douzieme mois
apres un test a 6 moins ou tres peu d'animaux ont exploré le dispositif. Le test des
performances physiques sur le dispositif du Rotarod n'a été renouvelé qu'une seule
fois aprés 6 mois de traitement alimentaire. Devant la persistance des performances,
il a été décidé de ne pas le reproduire. Enfin 1 individu CTL est mort aux alentours du
10eme mois de traitement (de cause naturelle, non liée a I'expérience). Il a été

décidé de ne pas l'inclure dans les analyses comportementales

Pour cette étude, les analyses de [I'évolution temporelle du comportement
(discrimination visuelle et test d'openfield) ont été réalisées a l'aide d'analyses de
variance a deux facteurs (temps et traitement) et de tests de Bonferroni post-hoc.
Pour le Rotarod les différences au sein des groupes entre la premiere et la seconde
session de test ont été analysées a l'aide de tests de rangs signés de Wilcoxon. Les
différences entre groupe pour chaque session ont été analysées a l'aide de tests de

Student non-appariés.

Pour l'analyse des lames de cerveau, les cellules co-marquées avec NeuN et BrdU
ont été comptées sur chaque zone, a des niveaux de coupes différents. Pour les
différentes zones, une moyenne du nombre de neurones BrdU positifs (BrdU+) par
rapport au nombre total de neurones a été calculée a partir de mesures répétées de
coupes différentes (entre 3 et 6 coupes en fonctions de la taille de la zone a compter)

et ce, pour les 3 animaux de chaque groupe.
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Résultats
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IV.A. Etude 1 : Restriction calorique et horloge biologique comme marqueur de

la plasticité comportementale innée (RC-Chrono)
IV.A.1. Evolution de la masse corporelle

Les animaux RC présentent une perte de poids importante dés les premiers jours
d'intervention alimentaire. A la fin des 14 jours de traitement les animaux RC ont
perdu en moyenne 21 + 4,7 g (soit 24,9 £ 5,4 % de leur masse corporelle de départ)
alors que les individus CTL n'ont pas changé de poids avec une variation de
seulement 1,2 + 1,1g (soit 1,7 + 4,0 % de leur masse corporelle de départ) (Figure
24). La masse corporelle normalisée des individus RC differe de plus en plus de celle
des individus CTL. Cette différence est significativement différente dés le deuxieme

jour de traitement, les statistiques sont résumées dans le tableau 2.
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Figure 24 : Evolution de la masse corporelle normalisée (en % de la masse
corporelle de départ) des individus CTL (n = 8) et RC (n = 8) au cours des 14 jours
de traitement alimentaire. Le décalage horaire de 6 heures est matérialisé par la
ligne rouge. Les * indiquent une différence statistiquement significative (p<0,05) entre

les deux groupes.
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CTL RC

Jour 0 100+ 0,0 100+ 0,0

Jour 2 99,6 +1,5 92,6+45*
Jour 4 100,7+2,4 88,2+55*
Jour 6 99,8+25 835+70*
Jour 8 103,2+2,5 83,1+74*
Jour 10 100,6 + 3,2 794+£65*
Jour 12 100,8 + 3,3 774+£59*
Jour 14 101,7+£4,0 75,1+ 54 *

Tableau 2 : Masse corporelle normalisée moyenne des individus CTL et RC au

cours des 14 jours de traitement alimentaire. Les * indiquent une différence

statistiguement significative entre les deux groupes (p<0,05).

IV.A.2. Suivi télémétrique

IV.A.2.a. Evolution du comportement locomoteur spontané

Les données de télémétrie ne montrent aucun changement significatif de I'activité

locomotrice moyenne au cours du traitement chez les individus RC comme chez les

individus CTL (Figure 25).
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Figure 25 : Activité locomotrice moyenne des individus CTL (n =8) et RC (n = 8) au

cours des 14 jours de traitement alimentaire. Le décalage horaire de 6 heures est

matérialisé par la ligne rouge
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Figure 26 : Onset moyen des individus CTL (n = 8) et RC (n = 8) au cours des 14

jours de traitement alimentaire. Le décalage horaire de 6 heures est matérialisé par

la ligne rouge. Les * indiquent une différence statistiquement significative (p<0,05)

entre les deux groupes.

CTL RC
Jour 1 0+0,0 0+0,0
Jour 2 12,5+ 13,2 10,6 + 14,5
Jour 3 3,8+£11,1 7,5+12,7
Jour 4 -3,8+ 20,1 16,9 £ 20,1
Jour 5 11,9+17,3 6,3+225
Jour 6 1,9+139 16,9 + 39,2
Jour 7 1,3+£8,6 65,6 + 105,3
Jour 8 50£35 252,5 + 327,2
Jour 9 10,6 + 15,7 388,1+518,5 *
Jour 10 9,4+12,1 220,6 + 346,4
Jour 11 11,9+23,2 241,3 + 384,8
Jour 12 3,1+12,7 229,4 £ 335,9
Jour 13 1,3+15,2 262,5 + 399,3
Jour 14 31+127 235,6 £+ 357,4

Tableau 3 : Onset moyen (en minutes) des individus CTL et RC durant les 14 jours

de traitement alimentaire. Les * indiquent une différence statistiquement significative

entre les deux groupes (p<0,05).
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Si aucun changement significatif de I'activité locomotrice n'est apparu au cours de
I'expérimentation, les données d'onset montrent un début d'activité locomotrice
avancé pour les individus RC par rapport aux individus CTL au 9eme jour de
traitement alimentaire soit 2 jours aprés le décalage horaire (Figure 26, Tableau 3).
Les données d'onset des autres jours ne montrent pas de différence significative
dans le début d'activité locomotrice des individus des deux groupes qui reste situé a

I'neure d'extinction de la lumiére (Figure 26, Tableau 3).
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Figure 27 : Actogrammes représentatifs des réactions comportementales (activité
locomotrice volontaire) a) des individus CTL (n = 8) b) des individus RC synchronisés
sur le cycle lumineux (n = 5) et c¢) des individus RC non synchronisés sur le cycle

lumineux (n = 3).
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L'analyse des actogrammes des individus nous montre deux types de
comportements locomoteurs au sein du groupe RC apres le décalage horaire. Trois
individus montrent des rythmes d'activité locomotrice extrémement perturbés apres
le décalage horaire. Les 5 individus restants expriment, quant a eux, le méme
comportement que les individus CTL et synchronisent leur activité locomotrice sur le

nouveau cycle lumineux (Figure 27).

IV.A.2.b. Evolution de la température corporelle

L'analyse des données de température nous montre l'utilisation d'une stratégie
comportementale pour palier au déficit énergétique da a la restriction alimentaire.
Sept des 8 individus du groupe RC entrent au moins une fois en torpeur au cours du
traitement alimentaire alors que I'utilisation de cette stratégie est quasi inexistante
chez les individus CTL. Six individus RC l'ont utilisé au moins une fois en premiére
semaine. Les animaux RC entrent significativement plus souvent en torpeur que les
animaux CTL que ce soit en premiére (CTL : 0.5 =+ 1.4 événements, RC: 3.1 + 25
événements, U = 11.5, p = 0,024) ou en deuxieme semaine (CTL : 0.4 = 0.7
événements, RC : 7.8 + 4.6 événements, U =5, p = 0,02) (Figure 28). L'utilisation de
cette stratégie s'accentue en deuxiéme semaine chez les animaux RC qui montrent
un plus grand nombre d'événements de torpeur qu'en premiére semaine (t = 5,11, p
= 0,001) (Figure 28).

Cette augmentation du nombre d'événements s'accompagne d'un allongement de la
durée moyenne journaliere des épisodes (W = 28, p = 0,016) qui passe de 164 + 193
minutes la premiere semaine a 465 * 397 minutes la semaine suivante. Compte tenu
de l'utilisation presque exclusive de ce mécanisme chez les individus RC, la durée
moyenne des événements de torpeur pour ce groupe est significativement
supérieure a celle du groupe CTL et ce pour chacune des deux semaines
d'expérimentation. (Semaine 1 : U = 11, p = 0,018, Semaine 2 : U = 5, p = 0,002)
(Figure 29).
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Figure 28 : Nombre d'événements de torpeur des individus CTL (n = 8) et RC (n = 8)
avant (semaine 1) et aprés (semaine 2) le décalage horaire. Les * indiquent une

différence statistiguement significative (p<0,05) entre les deux groupes.
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Figure 29 : Durée journaliere moyenne (en minutes) des événements de torpeur des
individus CTL (n = 8) et RC (n = 8) avant (semaine 1) et apres (semaine 2) le
décalage horaire. Les * indiquent une différence statistiquement significative entre

les deux groupes (p<0,05).

Les données de températures minimales atteintes nous renseignent également sur la
profondeur des épisodes de torpeur. Le suivi de ces données nous indique le
maintien d'une température minimale moyenne constante pour le groupe CTL. Le

groupe RC montre, quant a lui, une diminution de la température minimale moyenne
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au cours du traitement jusqu'a atteindre une différence statistiguement significative

avec le groupe CTL a partir du jour 8 et pour le reste jusqu'a la fin de I'expérience

(Figure 30, Tableau 4).
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Figure 30 : Evolution de la température corporelle minimale journaliére des individus
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CTL (n = 8) et RC (n = 8) au cours des 14 jours de traitement alimentaire. Le

décalage horaire de 6 heures est matérialisé par la ligne rouge. Les * indiquent une

différence statistiguement significative (p<0,05) entre les deux groupes.

CTL RC
Jour 1 344+1,4 33,8+3,7
Jour 2 34,6+0,5 33,3+3/4
Jour 3 34,6 +0,5 33,0+£3/4
Jour 4 341+10 32,3+3,6
Jour 5 342+1,.2 30,6 £4,6
Jour 6 34,3+0,6 29,6 £4,7
Jour 7 339+1,6 28,952
Jour 8 345+0,7 29,1+6,3*
Jour 9 34,7+0,7 28,0+6,3*
Jour 10 345+1,0 27,3+57*
Jour 11 34,3+1,0 258+6,2*
Jour 12 342+1,0 26,0+x50*
Jour 13 34,1+2,1 256+5.2*
Jour 14 34,6 £0,8 292+53*

Tableau 4 : Température minimale moyenne (en ° Celsius) des individus CTL et RC

durant les 14 jours de traitement alimentaire. Les * indiquent une différence

statistiguement significative entre les deux groupes (p<0,05).
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L'analyse des profils de température permet également de noter une utilisation
erratique de la torpeur chez les individus du groupe RC qui ne parviennent pas a se
resynchroniser sur le cycle lumineux. Ces profils sont semblables aux profils
d'activité locomotrice (Figure 31).
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Figure 31 : Profils de température corporelle représentatifs a) des individus CTL (n =
8) b) des individus RC synchronisés sur le cycle lumineux (n = 5) et c¢) des individus
RC non synchronisés sur le cycle lumineux (n = 3). Les plages blanches

correspondent aux phases de lumiére et les plages grises aux phases d'obscurité.
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IV.A.3. Corrélations
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Figure 32 : Corrélations entre perte de masse corporelle normalisée et onset pour

les individus RC aprés le décalage horaire.

En corrélant les valeurs d'onset avec la perte de masse normalisée pour les jours
suivant le décalage horaire (jours 8, 10, 12 et 14) il est possible de voir une
corrélation statistiguement significative entre ces valeurs (Figure 32). Ici, les individus
qui perdent le plus de poids sont ceux qui ne parviennent pas a se resynchroniser
sur le nouveau cycle lumineux apres le décalage horaire. Cette corrélation n'existe
pas au sein du groupe CTL (jour 8 : r = 0,01, p = 0,97, jour 10 : r = 0,20, p = 0,64,
jour8:r=0,16, p=0,70, jour 8 : r=0,18, p = 0,67).
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Figure 33 : Corrélations entre perte de masse corporelle normalisée (au dernier jour
de la semaine) et nombre d'événements de torpeur pour les individus RC avant et

aprés le décalage horaire.
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Figure 34 : Corrélations entre perte de masse corporelle normalisée (au dernier jour
de la semaine) et durée journaliere moyenne de torpeur pour les individus RC avant

et apres le décalage horaire.

L'autre principale adaptation au traitement alimentaire au sein du groupe RC est
l'utilisation de la torpeur comme mécanisme d'économie d'énergie. Cette utilisation
en réponse au traitement est de nouveau visible avec une corrélation statistiquement
significative entre perte de masse corporelle normalisée et nombre d'événements de
torpeur. On la retrouve chez les individus RC pour la premiére comme pour la

deuxieme semaine (Semaine 1 :r =0,76, p = 0,032, Semaine 2 : r = 0,73, p = 0,039)
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(Figure 33). La durée journaliere moyenne des individus RC est elle aussi
significativement corrélée avec la perte de masse corporelle normalisée mais cette
fois ci seulement en deuxieme semaine (Semaine 1 :r = 0,62, p = 0,099, Semaine 2 :
r = 0,83, p = 0,01) apres le décalage horaire (Figure 34). Les individus du groupe
CTL n'utilisant pas ou peu la torpeur (1 individu en premiere semaine, 2 en deuxieme

semaine), ces corrélations ne se retrouvent pas pour ce groupe.

IV.A.4. Suivi du métabolisme aérobie en continu
Les données préliminaires de respirométrie montrent une consommation moyenne
d'oxygéne (VO,) inférieure pour les individus RC par rapport aux individus CTL sur

toute la durée de la journée (Figure 35). Cette consommation d'oxygene garde

cependant la méme rythmicité pour les animaux RC et CTL.

4000+

— CTL

3000+

AN u" U 0
'-' ' "‘"‘f‘ ‘..“‘ ’Hikb"“’

V0, (mL/kg/h)
(]
o
o
<

Temps
Figure 35: Consommation d'oxygéne moyenne d'individus CTL (n = 2) et RC
synchronisé (n = 2) au cours d'une journée divisée en une phase d'obscurité (gris) et

une phase de lumiere (blanc).

Les données préliminaires de respirometrie montrent un quotient respiratoire (RER)
inférieur pour les individus RC par rapport aux individus CTL durant une grande
partie des phases d'obscurité et de lumiere. Le quotient respiratoire des deux
groupes semble cependant beaucoup plus proche en fin de phase d'obscurité et de

début de phase lumineuse (Figure 36).
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Figure 36 : Quotient respiratoire moyen d'individus CTL (n = 2) et RC (n = 2) au
cours d'une journée divisée en une phase d'obscurité (gris) et une phase de lumiéere
(blanc).

Ce qu'il faut retenir :

Apres 14 jours de restriction a 60%, les animaux RC ont perdu une part
importante de leur poids de départ. Le suivi de I'activité locomotrice spontanée
et la température corporelle des individus, nous a permis d'identifier une forte
corrélation entre la perte de masse normalisée et la perturbation du processus
de resynchronisation. Nous avons également noté qu'une partie des individus
mettaient en place une stratégie comportementale pour contrer les effets de la
restriction en utilisant la torpeur journaliéere. Les individus du groupe RC
utilisaient plus souvent ce mécanisme d'économie d'énergie que les individus
du groupe CTL et cette utilisation était fortement corrélée avec la perte de
masse corporelle normalisée. Les résultats montrent également une
augmentation de l'utilisation de la torpeur journaliére par les individus du
groupe RC a la suite du décalage horaire avec, encore une fois, une utilisation
plus importante de ce mécanisme chez les animaux perdant le plus de poids.
Les données de locomotion spontanée n'ont montré aucune différence entre
les deux groupes au cours de I'expérience, indiquant qu'il n'y avait pas d'autre

adaptation comportementale au sein du groupe RC.
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IV.B. Etude 2 : Restriction calorique a court terme et capacités cognitives

comme marqueur de plasticité comportementale acquise (RC-Coqg)
IV.B.1. Evolution de la masse corporelle

Les animaux RC présentent une perte de poids importante dés les premiers jours
d'intervention alimentaire (Figure 37). A la fin des 19 jours de traitement les animaux
RC ont perdu en moyenne 14,9 + 5,6 g (soit 18,1 + 6,5 % de leur masse corporelle
de départ) alors que les individus CTL n'ont pas changé de poids avec une variation
de seulement 2,6 + 6,4 g (soit 2,8 + 7,8 % de leur masse corporelle de départ). La
masse corporelle normalisée des individus RC differe de plus en plus de celle des
individus CTL. Cette différence est significativement différente dés le quatrieme jour

de traitement, les statistiques sont résumées dans le tableau 5.
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Figure 37: Evolution de la masse corporelle normalisée (en % de la masse
corporelle de départ) des individus CTL (n = 14) et RC (n = 14) au cours des 19 jours
de traitement alimentaire. Les * indiquent une différence statistiquement significative

(p<0,05) entre les deux groupes.
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CTL RC
Jour 0 100,0£0,0 100,0£0,0
Jour 2 100,1 £ 4,3 95,1+3,2
Jour 4 98,9+3,9 91,4+34*
Jour 6 100,9 £ 4,7 90,8+ 5,7 *
Jour 8 100,1+5,4 87,8+6,5*
Jour 10 99,9+5,6 86,2+59*
Jour 12 99,7+5,4 854+6,1*
Jour 14 100,2 £ 6,8 845+6,1*
Jour 16 99,4+ 7,6 83,2+6,8*
Jour 19 97,2+7,8 81,9+65*

Tableau 5 : Masse corporelle normalisée moyenne des individus CTL et RC au

cours des 19 jours de traitement.

IV.B.2. Aptitudes physiques et métabolisme

IV.B.2.a. Coordination et endurance sur le test du Rotarod
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Figure 38 : Temps passé sur le Rotarod pour les groupes CTL (n=13) et RC (n=11)
avant et apres le traitement alimentaire. Les * indiquent une différence

statistiguement significative (p<0,05) entre les deux groupes.
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Avant l'intervention alimentaire les deux groupes présentent des performances assez
hétérogenes. Les individus CTL restent en moyenne 183 + 171 s sur le dispositif et
les individus RC 304 + 246 s. Cependant il n'y a pas de différence significative dans
les performances moyennes entre les deux groupes (U = 48, p = 0,18). Les tests
réalisés aprés l'intervention alimentaire montrent de meilleures aptitudes motrices
des individus RC comparés aux individus CTL avec 118 + 104 s contre 347 + 249 s
(U = 33, p = 0,03). Enfin, les tests statistiques ne montrent aucune évolution
significative des performances entre le début et la fin du traitement pour chacun des
deux groupes (CTL : W = -35, p = 0,24, RC : W = 7, p = 0,77). Les résultats

apparaissent sur la Figure 38.

IV.B.2.b. Suivi du métabolisme basal
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Figure 39 : Métabolisme basal des individus des groupes CTL (n=14) et RC (n=14)
avant et apres le traitement alimentaire. Les * indiquent une différence

statistiguement significative (p<0,05) entre les deux groupes.

Avant l'intervention alimentaire, le métabolisme basal moyen des individus CTL est
de 2,18 + 0,5mlO,.h™*.g* et celui des individus RC de 2,07 + 0,53 mlO,.h™*.g™. Les
tests réalisés apres lintervention alimentaire montrent une stagnation du
métabolisme moyen des individus CTL & 2,38 + 0,56 mlO,.h"t.g* (W = 41, p = 0,21)
et une augmentation de celui des individus RC & 2,58 + 0,52 mlO,.h"t.g™ (t = 3,43, p

< 0,01). Enfin, il n’a pas été observé de différence significative (t = 0,97, p = 0,34)
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entre les groupes RC et CTL aprés le traitement. Les résultats apparaissent sur la

Figure 39.

IV.B.2.c. Suivi de la glycémie a jeun
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Figure 40 : Evolution de la glycémie a jeun des individus CTL (n=5) et RC (n=5) au

cours des 19 jours de traitement alimentaire.

Aucune différence de glycémie entre les deux groupes n'a pu étre relevée. Les
mesures effectuées montrent une grande variabilité inter- et intra-individuelle. Les

mesures de Glycémie sont rapportées dans le tableau 7 et la Figure 40.

CTL RC
Jour O 74,8 +13,4 97,8 + 25,7
Jour 7 99,4+ 25,0 80,3+42,6
Jour 14 73,0+ 26,1 68,2 + 27,7
Jour 19 875+12,7 71,0 £ 20,2

Tableau 6 : Mesures de glycémie pour les individus CTL et RC.
IV.B.3. Evaluation et suivi des capacités cognitives

Les individus des deux groupes expérimentaux ne présentent pas de différence
guant au nombre d'essais total pour chacun des deux tests d'apprentissage et pour
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le test de mémoire (Apprentissage 1 :t= 1,417, p = 0,19, Mémoire : U = 29, p = 0,58,
Apprentissage 2 : t = 0,653, p = 0,53) (Figure 41). Les animaux du groupe CR
réussissent le premier apprentissage en une moyenne de 33,7 £ 10,5 essais, le test
de mémoire en 11,7 £ 6,2 essais et le second apprentissage en 32,6 + 11,3 essais.
Les individus du groupe CTL réussissent le premier apprentissage en une moyenne
de 28 * 4,8 essais, le test de mémoire en 10,4 = 1,9 essais et le second

apprentissage en 29,4 + 7,4 essais.
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Figure 41 : Nombre d'essais effectués a la fin du test pour les individus des groupes
CTL (n=10) et RC (n=7) au cours des apprentissages 1 et 2 et du test de mémoire.

Le taux de réussite des individus du groupe CTL augmente significativement de 45 +

16,7% pour le premier apprentissage a 82,2 + 9,7% pour le test de mémoire (t
4,718 ; p < 0,001). Le taux de réussite du second apprentissage s'établit a 38,8 +
16,1%. Contrairement au groupe CTL, le groupe RC ne montre pas d'amélioration de
ses performances moyennes lors du test de mémoire ou le taux de réeussite s'établit
a 59,9 + 39,7% par rapport au premier apprentissage ou le taux de réussite est de
49,6 + 11,9% (t = 0,735, p = 0,49). Lors du test de mémoire, les performances des
individus du groupe RC présentent une grande variabilité. Enfin, leur taux de réussite
pour le second apprentissage s'établit a 27 + 18,7% et est significativement inférieur

a celui du premier apprentissage (t = 2,466 ; p = 0,049) (Figure 42).
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Figure 42 : Taux de réussite pour les individus des groupes CTL (n=10) et RC (n=7)
au cours des apprentissages 1 et 2 et du test de mémoire. Les * indiquent une

différence statistiguement significative (p<0,05) entre les deux groupes.
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Figure 43 : Corrélation entre perte de masse corporelle normalisée au jour du test
(en % de la masse corporelle de départ) et taux de réussite lors de tests de
discrimination visuelle pour les individus RC (n=7). A) Lors d'un test de mémoire
apres une restriction de 40 % pendant 17 jours, B) Lors d'un test d'apprentissage

apres une restriction de 40 % pendant 19 jours.

Il existe une forte corrélation entre perte de masse corporelle normalisée et taux de
réussite a ce test de discrimination visuelle. Cette corrélation se retrouve pour le
second apprentissage, ou, plus les individus perdent de poids, plus leurs

performances sont impactées (n = 7, r = 0,9; p = 0,01, Figure 43B). Il existe
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également une tendance similaire pour le test de mémoire avec un résultat proche de

la significativité statistique (n=7,r2=0,7 ; p = 0,06, Figure 43A)

Ce qu'il faut retenir :

Apres 19 jours de restriction a 40%, les animaux RC ont perdu une part
importante de leur poids de départ. Pour la tache de discrimination, les
individus du groupe RC montraient des performances moindres au test
d'apprentissage apres le traitement alimentaire. Ces performances étaient en
lien avec la perte de masse corporelle normalisée : les individus perdant le
plus de masse par rapport a leur masse de départ étant ceux qui avaient le plus
de difficulté lors de ce test. Nous avons également noté une importante
hétérogénéité entre les individus de ce méme groupe lors d'un test portant sur
la mémorisation de I'apprentissage effectué avant le traitement. Pour ce test il
existe une tendance similaire a celle retrouvée chez les individus RC lors du
second apprentissage. L'évaluation des performances de coordination et
d'endurance montre une meilleure performance des individus RC apres la
restriction. De méme, le métabolisme basal de ce groupe est augmenté apres la
restriction. Parallélement a ce changement métabolique, nous n'avons pas
noté d'évolution de la glycémie a jeun lors des 19 jours de traitement

alimentaire.

by

IV.C. Changement qualitatifs de l'alimentation a long terme et plasticité

comportementale acquise - Supplémentation en AGPI n-3 et comportement

IV.C.1. Analyse des lipides sanguins circulants

La supplémentation en huile de poisson provoque une augmentation relative des
AGPI n-3 au détriment des AGPI n-6 et des acides gras monoinsaturées (Tableau 8).
En effet, les AGPI n-3 représentent 24,7 + 1,5 % des acides gras totaux chez les
microceébes supplémentés contre 8,1 + 1,3 % chez les individus CTL. Cette
augmentation des AGPI n-3 est due a une augmentation des AGPI n-3 a longues

chaines. Les acides gras 20:5 n-3, 22:5 n-3 et 22:6 n-3 représentent respectivement
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40+09%,49+11% et 155 £ 1,3 % des acides gras totaux chez les individus
AGPI n-3 alors qu'ils ne représentent respectivement que 0,2 + 0,0 %, 1,7 + 0,4 % et
6,0 + 0,9 % des acides gras totaux chez les individus CTL. En paralléle, les AGPI n-6
et les acides gras monoinsaturés représentent respectivement 20,5 £ 2,7 % et 8,0 +
0,4 % des acides gras totaux chez les individus AGPI n-3 alors qu'ils représentent
respectivement 35,5 £+ 1,1 % et 11,6 £ 0,0 % des acides gras totaux chez les
individus CTL. Le taux des acides gras saturés reste quant a lui équivalent au sein
des deux groupes a 43,3 £ 0,0 % des acides gras totaux chez les CTL et 45,0 £ 0,9

% des acides gras totaux chez les individus AGPI n-3.

CTL(n=3) AGPIn-3 (n=3)
Acide gras 0/100g
12:.0 0,5+£0,2 19+0,2*
16:0 24,8 +0,9 27,2+0,4
18:0 16,7+1,2 14,4 £ 0,2
24:0 0,1+£0,0 0,1+£0,0
> saturés 43,3+£0,0 45,0+£0,9
18:1 n-9 9,0+£0,0 6,0+0,3*
18:1 n-7 1,8+0,0 1,3+0,0
2 insaturés 11,6 £ 0,0 80x04*
18:2 n-6 13,4+2,0 89+10*
20:3 n-6 25+0,1 1,2+0,0*
20:4 n-6 16,3+ 0,1 96+1,7*
22:4 n-6 15+04 0,2+0,1*
22:5 n-6 1,5+0,3 0,4+0,0*
> AGPI n-6 353+1,1 205+2,7*
18:3 n-3 0,1+£0,0 0,1+£0,0
20:3 n-3 0,0+£0,0 0,0+£0,0
20:4 n-3 0,1+£0,0 0,1+0,0
20:5n-3 0,2+£0,0 40+£09*
22:5n-3 1,7+£0,4 49+1,1*
22:6 n-3 6,0+0,9 155+1,3*
> AGPI n-3 8,1+1,3 247+15*
Total 100,0 100,0

Tableau 8 : Composition détaillées des phospholipides plasmatiques des individus
CTL et AGPI n-3 aprés 18 mois de supplémentation. Les * indiquent une différence

significative entre les groupes (p < 0,05).
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IV.C.2. Tests comportementaux
IV.C.2.a. Evaluation et suivi des capacités cognitives
L'analyse des données du nombre d'essais et du nombre d'erreurs ne donne aucune

différence statistiquement significative entre les groupes CTL et AGPI n-3, que ce

soit pour les tests de mémoire ou ceux d'apprentissage a tout moment du traitement

alimentaire.
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Figure 44 : Taux de réussite lors de tests de discrimination visuelle au cours des 18
mois de traitement alimentaire. A) Pour les individus CTL (n = 9) a des tests
d'apprentissage, B) pour les individus AGPI n-3 (n = 10) a des tests d'apprentissage,
C) pour les individus CTL (n = 9) a des tests de mémoire, D) pour les individus AGPI

n-3 (n = 10) a des tests de mémoire. Les * représentent une différence
statistiguement significative.
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L'analyse des données du taux de réussite montre des évolutions temporelles des
performances au sein des deux groupes pour les tests de mémoire ainsi que pour les
nouveaux apprentissages. Pour l'apprentissage on note une amélioration des
performances des individus CTL et AGPI n-3 entre le test a 6 mois et les tests a 12 et
18 mois. lls passent respectivement de 11,7 + 24,0 % de réussite a 6 mois a 43,4 +
30,8 % a 12 mois et 45,0 + 44,8 % a 18 mois pour les individus CTL (T6/T12 : t =
2,977, p =0,03, T6/T18 : t = 3,123, p = 0,02 ) et de 20,7 + 27,1 % & 6 mois a 51,6
37,1 % a 12 mois et 76,3 = 28,2 % a 18 mois pour les individus AGPI n-3 (T6/T12 : t
= 3,062, p = 0,02, T6/T18 : t = 5,509, p < 0,01 ). Les individus du groupe AGPI n-3
présentent également une amélioration de leurs performances entre le test basal a
TO et le test & 18 mois avec un taux de réussite qui passe de 44,9 + 26,2 % a TO a
76,3 £ 28,2 % a 18 mois (t = 3,111, p = 0,02). Pour la mémoire on note une
amélioration des performances des individus AGPI n-3 entre 12 et 18 mois avec un
taux de réussite de 42,6 + 38,2 % a 12 mois a 71,5 £ 27,5 % a 18 mois (t = 2,575, p
= 0,04) (Figure 44). Les résultats ne montrent aucune différence statistiguement
significative des taux de réussite entre les deux groupes aux différents temps de

I'étude.

Les résultats du nombre de refus lors des tests de mémoire et d'apprentissage
montrent une diminution du nombre de refus entre les tests a 6 et 18 mois pour les
deux groupes expérimentaux lors des tests d'apprentissage. Le nombre de refus
passe alors de 8,7 + 5,7 a 6 mois a 2,9 + 4,3 a 18 mois pour les individus CTL (t =
2,980, p = 0,03) etde 7,7 + 5,3 a 6 mois a 1,1 + 3,1 a 18 mois pour les individus
AGPI n-3 (t = 3,316, p = 0,01). Pour les tests de mémoire, les individus du groupe
CTL montrent une diminution du nombre de refus aprés 18 mois établia 1,9 + 2,4 par
rapport au test effectué apres 6 mois de traitement alimentaire ou il est de 4,4 + 2,2 (t
= 2,844, p = 0,02). Pour le groupe des animaux supplémentés en AGPI n-3, il est
possible de noter une diminution significative du nombre de refus entre le test a 12
mois ou il est de 3,5 + 3,1 et le test a 18 mois ou il est de 0,7 £ 1,6 (t = 3,285, p <
0,01). (Figure 45). De méme gque pour les taux de réussite, les résultats ne montrent
aucune différence statistiquement significative des performances aux différents

temps de I'étude.
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Figure 45 : Nombre de refus lors de tests de discrimination visuelle au cours des 18
mois de traitement alimentaire. A) Pour les individus CTL (n = 9) a des tests
d'apprentissage, B) pour les individus AGPI n-3 (n = 10) a des tests d'apprentissage,
C) pour les individus CTL (n = 9) a des tests de mémoire, D) pour les individus AGPI
n-3 (n = 10) a des tests de mémoire. Les * représentent une différence

statistiquement significative.
IV.C.2.b. Suivi des I'anxiété des individus

Les résultats ne montrent aucune différence dans le temps de déplacement ou la
distance parcourue dans le dispositif. La distance parcourue est de 73,7 £ 182,5 cm
a TO et 88,2 + 207,8 cm a T18 mois pour les individus CTL et 567,6 £ 968,3cm a TO
et 606,1 + 1120,0 cm a T18 mois pour les individus AGPI n-3. Les temps de
déplacement sont quant a eux de 3,0 +5,2sa TO et 3,4 + 8,0 s a T18 mois pour les
individus CTL et 16,8 + 30,7 s a TO et 16,0 = 30,0 s a T18 mois pour les individus
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AGPI n-3. Lors du test a 6 mois, les déplacements sont équivalents. La distance
parcourue est de 15,3 + 31,1 cm pour les individus CTL et 4,0 £ 12,7 pour les
individus AGPI n-3. Les temps de déplacement sont quant a eux de 0,5 + 1,0 s pour
les individus CTL et 0,2 £ 0,7 s pour les individus AGPI n-3. L'analyse de variance
sur ces parametres ne montre aucun effet du temps. (Figure 46).
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Figure 46 : Distance parcouru (A) et temps en mouvement (B) dans le dispositif du
test d'openfield des individus CTL (n = 8) et AGPI n-3 (n =10) avant (Session 1, TO),
aprés 6 mois (Session 2, T6 mois) et apres 18 mois (Session 4, T18 mois) de

traitement alimentaire.
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Figure 47 : Latence au premier mouvement dans le dispositif du test d'openfield des
individus CTL (n = 8) et AGPI n-3 (n =10) avant (Session 1, T0), aprés 6 mois
(Session 2, T6 mois) et apres 18 mois (Session 4, T18 mois) de traitement

alimentaire. Les * représentent une différence statistiquement significative.
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Lorsque l'on s'intéresse a la latence au premier mouvement, il n'y a aucune
différence entre les deux groupes lors de 6 premiers mois de traitement. Cependant,
aprés 18 mois de traitement alimentaire, les individus supplémentés, sont plus
rapides a initier un déplacement que les individus CTL (t = 2,63, p = 0,03) (Figure
47). Le temps moyen avant le premier déplacement est alors de 197,0 £ 403,2 s pour
les individus AGPI n-3 et 803,8 £ 748,4 pour les individus CTL. L'analyse de variance

ne montre aucun effet du temps sur cette latence au premier mouvement.

IV.C.3. Neurogeneése

La Figure 48 représente des exemples caractéristiques d'images
d’immunohistochimie réalisées sur les différentes zones cérébrales (amygdale, bulbe
olfactif, gyrus denté et zone sous-ventriculaire). La spécificitté de la réaction
immunohistochimique est vérifiée a I'aide des contréles négatifs qui garantissent la

spécificité des anticorps secondaires (images non représentées).

Le nombre des neurones en division (cellules NeuN+/BrdU+) par rapport au nombre
total de neurones (cellules NeuN+) permet d’estimer la neurogénése dans les
différentes zones cibles. Au niveau de 'amygdale, le nombre de nouveaux neurones
ne varie pas significativement chez les animaux AGPI n-3 (0,49 % 0,01)
comparativement aux contréles (0,45 + 0,01) (t = 2,1, p = 0,1) (Figure 49). Dans le
bulbe olfactif, les nouveaux neurones augmentent de 28% chez les AGPI n-3 (0,37 £
0,07) par rapport aux contrbles (0,29 * 0,03) montrant ainsi une différence
significative (t = 9,6, p = 0,003) (Figure 49). Les neurones en division dans le gyrus
denté représentent 0,52 + 0,01 chez les contréles contre 0,67 + 0,03 pour le groupe
AGPI n-3, ce qui correspond a une augmentation significative de prés de 30% des
nouveaux neurones (t = 9,1, p = 0,009). Au niveau de la SVZ, une augmentation
statistiguement significative de 36% de nouveaux neurones est observée chez les
AGPI n-3 (0,52 + 0,02) en comparaison avec les contréles (0,38 + 0,02) (t=5,9 ;
p=0,041) (Figure 49).
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Figure 48 : Exemples caractéristiques d’images d’immunohistochimie réalisées sur
les différentes zones cérébrales (amygdale, bulbe olfactif, gyrus denté et zone sous-
ventriculaire). Le marquage anti-NeuN (vert) permet dobserver les neurones
présents dans chaque zone tandis que le marquage anti-BrdU (rouge) permet
d’identifier les cellules en division. La combinaison des deux images permet
d’observer la co-localisation des marqueurs et donc la présence de nouveaux
neurones ou de neurones en division. Lors de l'assemblage des deux images
(superposition), les cellules marquées seulement avec les anticorps anti-BrdU sont
des cellules gliales tandis que les cellules marquées seulement avec les anticorps

anti-NeuN des neurones plus anciens (> 2 semaines).
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Figure 49 : Rapport neurones en division sur neurones totaux dans différentes zones

du cerveau chez des individus CTL (n=3) et AGPI n-3 (n=3).

IV.C.4. Rotarod

Les animaux CTL restent en équilibre 123 + 75 s en moyenne lors de la premiére

session et 69 *+ 54 s lors de la seconde (t = 0,279, p = 0,95). Le temps passé sur le

dispositif pour les individus AGPI n-3 est quant a lui de 113 + 81 s en moyenne pour

la premiere session et 123 + 100 s pour la seconde (t = 1,534, p = 0,25). Les

résultats ne montrent aucune évolution des performances apres 6 mois de traitement

pour les deux groupes expérimentaux (CTL : W = -37, p = 0,50, AGPI n-3: W =5, p

= 0,39) (Figure 50)

94



400 -

300 d

Temps (s)
(>
8
:_._|
[
[}

100 - ™
% L L.
L ] | |
| ]
g
L ] u .‘
0 T T T T
CTL AGPI n3 CTL AGPI n3
Session 1 Session 2
TO T6 mois

Figure 50 : Temps passé sur le Rotarod pour les individus CTL (n = 10) et AGPI n-3
(n =10) avant et aprés 6 mois de traitement alimentaire.

Ce qu'il faut retenir :

Cette supplémentation en AGPI n-3 sur 18 mois a conduit a une modification
significative de la composition des lipides amenant a une diminution du
rapport AGPI n-6/ AGPI n-3. En paralléle, il a été relevé une latence au premier
mouvement inférieure chez les individus supplémentés par rapport aux
individus CTL lors d'un test d'openfield effectué apres 18 mois de traitement
alimentaire sans gu'aucune autre différence entre les deux groupes n'ait pu
étre observée sur les autres parameétres de ce test. Les tests cognitifs
montrent une augmentation du taux de réussite des individus supplémentés en
AGPI n-3 lors d'un test d'apprentissage effectué apres 18 mois de traitement
alimentaire par rapport au test effectué avant le traitement. De méme, les
individus supplémentés en AGPI n-3 montrent une augmentation de leur taux
de réussite lors du test de mémoire effectué aprés 18 mois de supplémentation
par rapport au test effectué aprés 12 mois de supplémentation a mettre en
parallele a une diminution du nombre de refus entre ces deux tests chez ces
individus. Parallelement a ces observations comportementales, on note une
augmentation de la neurogenese dans 3 zones du cerveau le BO, le DG et la
SVZ.
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Discussion
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L’objectif de ce travail de thése était de mieux comprendre l'influence de variations
alimentaires sur la plasticité comportementale, qu'elle soit innée ou acquise. Il s'est
articulé autour de deux types de modifications de l'alimentation : des variations
guantitatives et des variations qualitatives. La premiere partie de ce travail s'est
intéressée aux effets a court terme d'une restriction alimentaire sans malnutrition a
travers deux études. La premiére s'intéressant aux effets sur la plasticité
comportementale innée par I'étude de la synchronisation de I'horloge biologique et la
seconde a la plasticité comportementale acquise a travers I'étude des capacités
cognitives et plus particulierement de I'apprentissage et de la mémoire. La seconde
partie de ce travail s'est intéressée a des modifications pérennes de l'alimentation a
l'aide d'une supplémentation en AGPI n-3 et a ses conséquences sur la plasticité
comportementale acquise via I'étude de comportement, des capacités cognitives

ainsi que la production de nouveaux neurones par les individus.

V.A. Effets d'une restriction calorique sur la plasticité du comportement chez le

microcébe

V.A.l. Perte de masse corporelle et intensité de la restriction

Lors des deux études portant sur l'impact de la réduction de la quantité alimentaire
disponible par une restriction calorigue sans malnutrition, les individus RC ont perdu
une part importante de leur poids de départ. Cette perte atteint 15% a 14 jours et
presque 20% a 19 jours lors d'une restriction a 40% sans malnutrition. Elle atteint
environ 25% a 14 jours lorsque lintensité de la restriction s'éleve a 60%.
L'importance de cette perte est donc liée a l'intensité de la restriction. Bien que cette
observation puisse sembler triviale, il est intéressant de noter que le microcebe est,
dans la nature, également soumis a des variations dans I'apport énergétique sur des
périodes variables [206]. Les animaux de I'élevage de Brunoy sont, quant a eux,
élevés dans des conditions saisonniéres avec des variations limitées de quantité
énergétique disponible et, bien qu'ils montrent des adaptations semblables a celles
observées en nature (prise de masse corporelle avant I'hiver, hypométabolisme), ils
ne semblent pas pouvoir subir de restrictions intenses et prolongées du moins
pendant la période favorable estivale. De précédents travaux, conduits sur les

animaux de I'élevage de Brunoy par Giroud et al. [193,194] semblent montrer des
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résultats similaires bien que moins importants en termes de perte de masse
corporelle pour les individus en restriction en été. En effet, dans les études de Giroud
et al., les individus en restriction calorique a 40% en été ne présentent qu'une perte
de masse limitée et ce a l'issue de restrictions d'une durée de 30 et 35 jours. Seuls
les individus soumis a une restriction a 80% sans malnutrition durant I'été ont du étre
retirés des expérimentations car présentant une masse corporelle limite (fixée a 559,
masse corporelle en dessous de laquelle ils doivent étre exclus de I'expérience pour
ne pas leur faire courir de risques pour leur santé). Cette différence dans I'adaptation
a une restriction sévéere tient probablement a la période d'expérimentation. L'été
contient, a ses extrémités, deux périodes particulierement critiques ou les individus
peuvent étre fortement contraints. En effet, le début de I'été correspond a une
période de diminution du poids des individus qui €puisent leurs réserves constituées
avant la période favorable et la fin de I'été correspond a une période de mise en
réserve d'énergie sous forme de graisse [207]. Il est possible de penser que la
perturbation d'une de ces deux périodes serait particulierement critique et que les
individus en pleine modification physiologique et comportementale seraient dans
I'impossibilité de faire correctement face a un changement brutal dans I'énergie
disponible. Au contraire une modification de I'apport énergétique lors de la phase
stable du milieu de I'été serait moins impactante et permettrait aux individus de
mieux réagir. Du fait de contraintes liées a I'élevage, il n'a cependant pas toujours été
possible de travailler avec des individus lors de la phase stable du milieu d'été ce qui
a pu accentuer le challenge énergétique et mener a une perte de poids supérieure a

restriction égale entre ce travail de thése et les études de Giroud et al. [193,194].

Pour ce travail de thése, l'intensité de restriction avait été définie a priori a partir
d'autres protocoles de restriction calorique utilisés sur les animaux de cet élevage
[105,193,194]. Le pourcentage a ainsi été établi a 60% permettant un défi
énergétique suffisant sans risquer I'exclusion d'individus pour atteinte de la masse
corporelle limite. Cependant lors de I'étude RC-Chrono deux individus présentaient
une masse corporelle trés proche de cette limite aprés deux semaines de restriction
a 60%. Apres cette premiere étude, lors d'une étude préliminaire portant sur la
restriction calorique et les capacités cognitives realisée avec 3 individus et effectuée
avec une restriction de 60% sans malnutrition, I'expérience a du étre arrétée peu

avant la fin, les 3 individus ayant atteint cette masse corporelle limite. Ceci a conduit,
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par la suite, a un réajustement de la restriction a un pourcentage de 40% I'étude RC-
Cog afin d'éviter I'exclusion d'individus. Ce pourcentage de restriction nous a permis
d'atteindre ce but bien que certains individus aient été trés proches du seuil

d’exclusion lors du dernier jour du protocole alimentaire.

Il semble donc que la restriction calorique aigué soit particulierement contraignante
pour les individus. La perte de poids enregistrée lors de nos deux études montre la
difficulté qu'ont les individus a faire face a une restriction intense et courte durant
cette période habituellement favorable. Ces données renforcent les conclusions des
études sur la restriction calorique aigué chez le microceébe montrant que la restriction
en été est particulierement contraignante pour l'adaptation des individus lorsque

celle-ci se prolonge.

V.A.2. Etude 1 : Restriction calorique et horloge biologique comme

marqueur de la plasticité comportementale innée (RC-Chrono)

Le but de la premiére étude était d'analyser l'effet d'une restriction calorique sévére a
60 % sur la capacité des individus a resynchroniser leur horloge biologique sur un
cycle lumiere/obscurité aprés un décalage horaire de 6 heures. En suivant |'activité
locomotrice spontanée et la température corporelle des individus, nous avons été en
mesure d'identifier une forte corrélation entre la perte de masse normalisée et la
perturbation du processus de resynchronisation. Les actogrammes et les profils de
température corporelle des individus montrent une grande variation inter-individuelle
dans la réponse des individus du groupe RC a l'intervention alimentaire. Dans cette
étude, 3 individus du groupe RC ne sont pas parvenus a se resynchroniser sur le
cycle lumiere/obscurité au cours de la semaine suivant le décalage horaire quand les
5 autres y sont parvenus dans les deux jours. La capacité a se resynchroniser
semble particulierement liée a la perte de masse corporelle (en pourcentage de la
masse corporelle de départ). En effet, cette derniere était fortement corrélée avec les
valeurs d'onset des jours suivant le décalage horaire chez les individus du groupe
RC. La corrélation entre la perte de masse corporelle normalisée et les données
d'onset semble indiquer un seuil de perte de poids situé autour de 20% a partir de
laguelle les individus ne parviennent pas a se resynchroniser. En effet, les individus

du groupe RC ayant perdu moins de 20% de leur masse corporelle de départ le jour
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suivant le décalage horaire (jour 8) sont parvenus a se resynchroniser dans les deux
jours suivant cette perturbation. Au cours de la deuxieme semaine, ces individus ont
continué a perdre de la masse corporelle mais sont restés synchronisés.
Contrairement a ces derniers, les individus du groupe RC ayant perdu plus de 20%
de leur masse corporelle de départ au jour 8, ne sont pas parvenus a se
resynchroniser sur le cycle lumiere/obscurité avant la fin de I'expérience. Il a déja été
montré que I'horloge biologique centrale peut étre affectée par la restriction
calorique. En effet, des souris soumises a une alternance normale lumiere/obscurité
et nourries avec un régime hypocalorique durant la journée présentaient une perte
de rythmicité dans le comportement locomoteur spontané ainsi que des altérations
de la réponse au stimulus lumineux du systéme circadien via des changements dans
I'expression des géenes de I'horloge centrale Perl et Cry2 respectivement avancée de
1h et 3h [97]. Ainsi nos animaux ont pu souffrir de changements similaires lorsqu'ils

perdaient plus de 20% de leur masse corporelle de départ.

De plus, le suivi des températures corporelles a permis de montrer que les
microcebes confrontés a une restriction calorique aigué essaient d'adapter leur
comportement en utilisant la torpeur. Les données de locomotion spontanée n'ont
montré aucune différence entre les deux groupes au cours de I'expérience, indiquant
qu'il n'y avait pas d’adaptation comportementale impliquant I'activité locomotrice au
sein du groupe RC. L'utilisation de la torpeur comme stratégie d'économie d'énergie
est renforcée par le métabolisme aérobie diminué chez les animaux RC par rapport
aux CTL. D'autres études menées par Giroud et al. et Génin et al. sur la colonie de
Brunoy ont montré que des microcebes captifs soumis a une restriction calorique de
80% en période de jours longs (période favorable) utilisaient également cette
stratégie pour contrer la diminution de I'énergie disponible [193,195]. L'étude de
Giroud et al. a montré qu'une restriction a 40% sur cette période de jours longs ne
provoquait pas d'entrée en torpeur [193]. Cependant, il n'y avait avant le présent
travail de thése aucune information sur leur réaction a une restriction calorique
intermédiaire de 60% en période de jours longs. Au cours de ce travail de these,
l'utilisation de la torpeur s'est accrue avec le temps passé sous restriction comme
cela est théoriqguement attendu [26]. Non seulement les individus du groupe RC
montraient un nombre plus important d'événements de torpeur journaliere mais

augmentaient également la durée d'utilisation de ce mécanisme. Ces événements
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sont également de plus en plus profonds comme le montre la diminution de la
température corporelle minimale enregistrée au cours de l'expérience. L'utilisation de
ce mécanisme est fortement liée a la condition corporelle et a I'apport énergétique.
En effet, seuls 2 individus du groupe CTL ont utilisé cette stratégie plus d'une fois
lors de la deuxieme semaine contre 7 dans le groupe RC. La encore, la durée
d'utilisation de ce mécanisme est fortement corrélée avec la perte de masse
corporelle normalisée, les animaux perdant le plus de poids étant ceux qui utilisent le
plus ce mécanisme. Ces résultats sont similaires a ceux de la littérature sur le
microcebe. Dans la nature, cette espece est habituée a entrer en torpeur journaliere
afin de faire face a une diminution attendue de la quantité de nourriture disponible en
hiver [176,177]. Cette stratégie est supposée leur faire réduire leur dépense
énergétique de 10% [177]. Lorsque cette stratégie est utilisée, les bénéfices en
terme d'économie d'énergie doivent étre plus importants que les colts associés a
cette pratique et décrits dans différentes études [180-182]. Ici, la torpeur journaliére
semble ne pas étre efficace en période de jours longs. En effet, les individus qui
utilisent le plus ce mécanisme sont ceux qui continuent a perdre du poids de facon
importante. En regardant les données individuelles, il est possible de voir que les
individus qui utilisent le plus ce mécanisme d'économie d'énergie sont non seulement
ceux ayant perdu le plus de poids mais également ceux ne parvenant pas a se
resynchroniser apres le décalage horaire. Etant donné ces résultats, nous pouvons
avancer qu'utilisation de la torpeur et resynchronisation pourraient étre liées.
Cependant, et bien que ce lien semble probable, nous ne sommes pas parvenus a

trouver de corrélation directe entre ces deux parametres.

L'étude RC-Chrono met en évidence l'impact d'une restriction calorique sévére sur la
capacité a se resynchroniser sur un rythme lumiére/obscurité apres un décalage
horaire de 6h. Les résultats indiquent que la perte de poids joue un role majeur dans
la capacité a s'adapter a une diminution de I'énergie disponible. L'impossibilité de se
resynchroniser pour une partie des individus du groupe RC semble étre le fruit de
I'interaction entre une influence accrue des oscillateurs périphériques, synchronisés
sur I'heure variable du nourrissage du jour précédant, une réponse photique
perturbée au niveau du systéme nerveux central et une utilisation anormale et
inefficace de la torpeur. Il serait intéressant de poursuivre les investigations pour

déterminer pourquoi la plasticité comportementale innée du microcébe peut étre
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diminuée par un déficit énergétigue important chez certains individus et pas chez

d’autres.

V.A.3. Restriction calorique a court terme et capacités cognitives

comme marqueur de plasticité comportementale acquise (RC-Cog)

Le but de la deuxiéeme étude était d'observer I'effet d'une restriction calorique sévere
sur les performances cognitives du microcébe soumis a une diminution de 40% de
ses apports calorigues sans malnutrition sur une courte durée durant la période
estivale. Pour cela, nous avons mesuré les performances cognitives, physiques et
métaboliques avant et aprés deux semaines de traitement alimentaire dans le but

d'étudier leur évolution.

Dans cette étude, les animaux étaient soumis a une habituation au test de
discrimination, suivi d'une phase d'apprentissage et de deux semaines de repos
avant d'étre soumis a une modification de leur alimentation. Durant cette premiere
phase d'apprentissage, ainsi que durant la période de repos, les individus ont été
nourris ad-libitum. Les informations relatives a l'apprentissage conceptuel (la
compréhension globale des mécanismes du test durant la phase d'habituation) ainsi
gue celles relatives au premier apprentissage ont donc théoriguement été
correctement stockées dans la mémoire a long terme. De plus, le test de
discrimination étant basé sur le conditionnement opérant (récompense en cas de
succes et punition en cas d'échec) il est raisonnable de penser que I'expérience de
l'animal a été suffisamment forte pour provoquer un stockage de l'information a long
terme. En effet, il a déja été montré que les expériences émotionnellement fortes
sont fortement consolidées dans la mémoire a long terme, I'amygdale jouant un réle
de modulation [208,209]. Le second apprentissage semblait, quant a lui, beaucoup
plus difficile. En effet, lors de la validation de la tache de discrimination visuelle, les
animaux, tous nourris ad-libitum, montraient une amélioration de leurs capacités
d'apprentissage (apprentissage plus rapide et avec moins d'erreurs) sur un protocole
similaire et utilisant les mémes paires de stimuli visuels que ceux utilisés lors des
premier et second apprentissages de ce protocole (triangle noir en plastique contre
cercle blanc en carton pour le premier apprentissage puis rectangle vert en gomme

avec des cercles noirs concentriqgues contre étoile bleue en papier rigide pour le
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second apprentissage) du fait d'une acquisition du contexte général du test [185].
Lors du test effectué au cours de ce travail de these, les individus du groupe CTL
présentaient des performances similaires aux deux apprentissages, suggérant une

demande cognitive équivalente (contexte général du test acquis).

Nous avons observé des capacités d'apprentissage altérées chez les individus du
groupe RC. Confrontés pour la premiere fois au test de discrimination, les individus
ont d acquérir une compréhension générale du test en lui-méme ainsi qu'apprendre
la discrimination a I'aide du conditionnement opérant. Le réseau neuronal permettant
la compréhension générale du test, c'est-a-dire sauter de la plateforme de départ sur
l'une des plateformes disponibles afin de rejoindre le nichoir, ne doit étre créé qu'une
fois puis est utilisé a chaque nouvelle présentation du test, menant a une
amélioration des performances pour les tests suivants [185]. Contrairement a ce
dernier, le réseau neuronal permettant la discrimination visuelle, c'est a dire
I'association stimulus/plateforme stable, doit étre créé pour chaque nouvelle paire de
stimuli et peut étre utilisé de nouveau dans le cadre d'un test de mémoire portant sur
la méme paire de stimuli. Le réseau neuronal permettant la discrimination durant le
premier test d'apprentissage a été créé alors que la nourriture était fournie ad-libitum
permettant un apport énergétique optimal. Au contraire, celui crée lors de la seconde
discrimination, I'a été en période de déficit d'énergie disponible pour les individus du
groupe RC. Les colts associés a la plasticité synaptigue ainsi qu'a la
neurotransmission étant importants [210,211], les modifications intervenant durant un
apprentissage pourraient étre trop coQteuses pour les individus confrontés a un
déficit d'apport énergétique. Ce déficit a pu conduire a une diminution de la capacité
d'apprentissage pour le groupe RC. De méme, une étude récente a suggéré que le
cerveau avait tendance a éviter les taches cognitives énergétiqguement colteuses
leur préférant d'autres moins codteuses lors de la prise de décision [212]. Dans notre
étude, le microcébe confronté a un déficit de I'apport énergétique pourrait ainsi éviter
la prise de décision quant aux choix a effectuer et modifier sa stratégie en
conséquence ce qui amenerait a une diminution du taux de réussite par I'utilisation
d'une stratégie sub-optimale. De plus, la performance au second test d'apprentissage
est corrélée avec la perte de masse normalisée. Ainsi les individus qui ont perdu le
plus de masse corporelle par rapport a leur masse de départ sont ceux qui
réussissent le moins bien ce test. Ceci conforte I'hypothése d'un cout énergétique
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trop important de lI'apprentissage sous restriction pour les individus RC visible par la

baisse des performances a ce test par rapport a la premiere session.

Les individus ont été soumis a la fois a des tests d'apprentissage et a un test de
mémoire du premier apprentissage. Alors que les performances lors du second test
d'apprentissage ont globalement diminué pour tous les groupes et que le taux de
réussite était corrélé a la perte de masse normalisée, les performances lors du test
de mémoire ont été différentiellement affectées chez les individus du groupe RC.
L'amélioration significative des performances lors du test de mémoire pour les
individus du groupe CTL n'a pas été observée pour le groupe RC. Ici, quelques
individus du groupe RC montraient des performances similaires aux individus du
groupe CTL, alors que d'autres individus du méme groupe montraient des déficits
cognitifs importants pour ce test. Une telle différence inter-individuelle est rare chez
des sujets adultes et pourrait étre expliquée par une réponse différentielle au
traitement notamment sur la perte de masse. En effet, nous avons relevé une
tendance significative pour la corrélation entre la variation de masse corporelle
normalisée et les performances a ce test de mémoire pour les individus du groupe
RC. Cette tendance montrait que les individus qui perdaient le plus de poids étaient

ceux présentant les plus mauvaises performances lors de ce test de mémoire.

Il a déja été montré que l'apprentissage et la mémoire d'un test de discrimination se
basaient sur différents systémes au sein du cerveau [213]. McDonald et al. (2007)
[213] ont passé en revue les indices suggérant que l'apprentissage d'une tache
simple de discrimination dépendait principalement du striatum dorso-latéral alors que
le rappel d'une discrimination déja apprise dépendait de I'nippocampe. Il n'est ainsi
pas surprenant d'observer des effets différents de la restriction calorique sur chacun
des deux tests. En effet, plusieurs études ont montré qu'une hypoglycémie entrainait
des pertes dendritiques voire des nécroses cellulaires dans I'hippocampe [214,215],
région cérébrale qui joue un réle prépondérant dans le rappel d'une discrimination
précédemment acquise. Les individus avec la plus importante diminution de masse
corporelle devraient étre ceux les plus exposés a des hypoglycémies et, par
conséquent, a des déficits de fonctionnement de I'hippocampe associés se traduisant
par une diminution de la capacité de mémoire. De plus, lors de la période de jours
longs, le microcebe n'est pas physiologiquement adapté a faire face a une baisse de
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la quantité de nourriture disponible et, ne pouvant entrer en torpeur journaliére
efficacement [216], il continue de perdre du poids et principalement de la masse
maigre [194]. Par conséquent, les individus perdant le plus de poids sont ceux qui
sont incapables de faire face a une diminution de l'apport énergétique [217,218].
Dans une telle situation, employer I'énergie disponible pour des processus cérébraux
colteux serait plus dangereux pour la survie de I'animal que de I'employer pour se
maintenir. Ainsi les capacités de mémoire sont maintenues chez les individus qui
réussissent a maintenir une balance énergétique équilibrée. Ces différences dans les
effets de la RC sur la mémoire et l'apprentissage d'une discrimination simple
renforcent l'idée que ce test est difficile pour le microcébe. Ces résultats donnent de

nouveaux indices renforcant le lien entre perte de poids et performances cognitives.

Au cours de cette étude, les individus ont également été soumis a des tests de
mémoire spatiale. Ce test se déroulait dans un dispositif circulaire adapté au
microcebe a partir du labyrinthe de Barnes [219]. Il consistait a retrouver le couloir
menant a un nichoir a l'aide de reperes extérieurs au dispositif. Les résultats de ce
test n'ont montré aucune différence significative entre individus des groupes RC et
CTL. Cependant, le manque de résultats a ce test semble plus tenir a un manque de
motivation des individus des deux groupes que de facteurs purement liés a la
performance. En effet seuls 3 individus CTL et 2 individus RC ont exploré le dispositif

au cours de la premiéere session de test.

Cette étude démontre l'impact d'une diminution brutale et inattendue de l'apport
énergétique sur les processus cognitifs. Les résultats indiquent que les animaux
soumis a une RC étaient incapables de correctement acquérir une nouvelle
discrimination et méme de solliciter leur mémoire a long terme pour certains d'entre
eux. La variabilité inter-individuelle dans les performances de mémoire semble liée a
la condition corporelle. En effet, les animaux présentant la plus grande perte de
masse corporelle étaient ceux présentant les plus mauvais résultats. L'apprentissage
a, quant a lui, affecté I'ensemble du groupe, suggérant que cette tache présente une
demande énergétique plus importante. Ceci est appuyé par le fait que les individus
perdant le plus de poids sont ceux qui présentent les moins bons résultats pour cette
tache. Ces résultats renforcent le lien entre fonctionnement cérébral et nutrition et

plus particulierement fonctionnement cérébral et perte de poids. Ainsi, la plasticité
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acquise du microcebe semble particulierement affectée par lI'apport énergétique et

est extrémement réduite lors d'une perte de poids importante.

V.A.4. Perte de masse limite et perturbations du fonctionnement

cérébral

Dans les deux précédentes études, nous avons pu observer une forte variation
interindividuelle dans la réponse a une diminution marquée et inattendue de I'apport
énergétique. Ainsi, dans les deux études certains individus du groupe RC semblaient
plus impactés par cette diminution que les autres. Dans I'étude RC-Chrono, 3
individus du groupe RC présentant une perte de masse de plus de 20% au moment
du décalage horaire, ne parvenaient pas a se resynchroniser sur la nouvelle
photopériode. On retrouve ce méme pourcentage dans I'étude RC-Cog dans
laguelle, 3 individus avec une perte de masse corporelle supérieure a 20% au
moment du test de mémoire ne parvenaient pas a réussir le test. Dans les deux cas,
le seuil de 20% de perte de masse semble étre la limite du fonctionnement optimal
du cerveau chez les individus restreints (Figure 51). En effet, les individus RC ne

dépassant pas ce seuil réagissent de la méme facon que les individus CTL.
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Figure 51 : Corrélations entre perte de masse normalisée et A) Onset d'activité
locomotrice apres un décalage horaire B) Taux de réussite a un test de mémoire de
discrimination visuelle présentant le seuil de perte de masse de 20% discriminant

dans le classement des individus RC suivant leur réponse a la restriction.

Il est intéressant de noter que bien que les mécanismes cérébraux sous-jacents aux

comportements étudiés au cours de ces deux études soient différents, cette limite
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semble étre la méme. Comme nous l'avons déja vu, le fonctionnement cérébral est
particulierement codteux [2,3]. Ainsi il semble probable que passé ce seuil, I'apport
énergétique dévolu a ce type de fonction cérébrale soit insuffisant et la majorité de

I'énergie redirigée vers des processus permettant la survie immédiate de l'individu.

V.B. Effets d'une supplémentation en AGPI n-3 sur la plasticité

comportementale acquise du microcéebe

Ce travail avait pour but d'étudier I'effet d'une supplémentation en AGPI n-3 sur le
comportement et les capacités cognitives du microcebe, et donc la plasticité
comportementale acquise. Cette supplémentation a conduit & une modification
significative de la composition des lipides circulants avec une forte augmentation des
AGPI n-3 sans changement dans le pourcentage d'acides gras saturés. Cette
modification a eu pour effet une diminution du rapport AGPI n-6/ AGPI n-3 dans la
ration alimentaire et, par voie de conséquence, dans les lipides plasmatiques. Il est
important de noter que nous n'avons pas mesuré linfluence de cette
supplémentation a long-terme sur la composition lipidique du tissu cérébral (car les
animaux de cette étude sont toujours vivants). Cependant, toutes les études de
supplémentation nutritionnelles en AGPI n-3 s’accompagnent d’'un enrichissement
significatif du cerveau en cette famille d’acides gras et plus particulierement en
dérivés a longue chaine comme le DHA [220,221], Tout indique que c’est également
le cas chez le microcébe, dans nos conditions expérimentales [143,222]. Cet
enrichissement en AGPI n-3 s'est accompagné de changements comportementaux.
Aprés 18 mois de supplémentation, il a ainsi été relevé une latence au premier
mouvement inférieure chez les individus supplémentés par rapport aux individus CTL
lors d'un test d'openfield sans qu'aucune autre différence entre les deux groupes n'ait
pu étre observée sur les autres parametres de ce test. En parallele, les tests
cognitifs montrent une augmentation du taux de réussite des individus supplémentés
en AGPI n-3 lors d'un test d'apprentissage effectué aprés 18 mois de traitement
alimentaire par rapport au test effectué avant le traitement. De méme, les individus
supplémentés en AGPI n-3 montrent une augmentation de leur taux de réussite lors
du test de mémoire effectué apres 18 mois de supplémentation par rapport au test
effectué aprés 12 mois de supplémentation. Ce résultat est a mettre en paralléle

avec une diminution du nombre de refus entre ces deux tests chez les individus
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supplémentés. Parallelement a ces observations comportementales, on note une
augmentation de la neurogenése dans 3 zones du cerveau le bulbe olfactif (BO), le
gyrus denté (DG) et la zone sous-ventriculaire (SVZ) mais pas dans I'amygdale.

La diminution de la latence au premier mouvement lors du test d'openfield semble
indiquer un niveau d'anxiété inférieur chez les individus supplémentés par rapport
aux individus CTL. En effet, le test d'openfield permet de mesurer I'état émotionnel
des individus a travers divers parametres et la latence au premier mouvement est
généralement associée a I'état d'anxiété [200,201]. Le test de mémoire effectué lors
de la session 4 (T18 mois) montre un taux de réussite supérieur a celui du test
effectué lors de la session 3 (T12 mois). Cette augmentation du taux de réussite doit
cependant étre mise en paralléle avec une diminution du nombre de refus entre ces
mémes tests. Ainsi, plus qu'une amélioration de la capacité de mémoire des
individus, ce résultat semble indiquer une diminution de l'anxiété des individus
supplémentés en AGPI n-3 lors du test de la session 4 de supplémentation. Les
individus moins anxieux sont alors plus concentrés sur la tache a accomplir et la
réussissent mieux (moins de refus), entrainant une augmentation du taux de réussite.
Une diminution de I'anxiété chez des individus supplémentés en AGPI n-3 a déja été
décrite lors de différentes études sur des modéles allant du rongeur & 'Homme [223—
225]. De plus cette diminution de l'anxiété était également explicative de
I'amélioration des performances de mémoire spatiale chez le microcebe aprés une

supplémentation de 5 mois lors d’'une étude précédente réalisée au laboratoire [143].

Cependant, l'augmentation du taux de réussite entre le test d'apprentissage effectué
a TO et celui effectué a T18 mois, ne peut étre expliquée par une baisse du nombre
de refus entre ces deux tests. Ainsi, ce résultat ne serait pas lié seulement a la
diminution de l'anxiété mais pourrait également étre le fruit d'autres mécanismes liés
aux différents réles des AGPI n-3 au sein de I'organisme. Un des roles des AGPI n-3
est, en effet, un réle structural. Le DHA est un des principaux constituants
fondamentaux des lipides membranaires, particulierement concentré dans les
membranes du systeme nerveux central. Par ce role, il module I'activité de protéines
membranaires comme la pompe Na/K ATPase ou la cytochrome oxydase permettant
ainsi une augmentation de la production d'ATP [114,123]. Il peut également influer

sur l'expression des transporteurs de glucose au niveau du cerveau [121,122]. Ainsi
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les individus supplémentés, qui présentent une part importante de DHA circulant,
doivent présenter une concentration plus élevée en DHA dans les membranes
cérébrales permettant un meilleur apport énergétique au cerveau et un
fonctionnement optimisé de ce dernier se traduisant par une meilleure réussite lors
du taux d'apprentissage. La supplémentation en AGPI n-3 semble également
conduire a une augmentation de la neurogenése permettant une amélioration de la
capacité d'apprentissage des individus supplémentés. En effet, il a déja été montré
gue la supplémentation en AGPI n-3 favorisait la neurogenese ou a défaut avait un
réle protecteur sur les neurones, via une modification du rapport AGPI n-6/ AGPI n-3
[125-127].

Nous avons cherché a savoir si la supplémentation en AGPI n-3 pouvait avoir un
effet sur le processus de neurogénese dans des zones cérébrales spécifiguement
impliquées dans la mémoire et les émotions chez le microcébe. Cette activité
neurogénique a été démontrée dans le cerveau des primates adultes, notamment
chez les macaques, au niveau du bulbe olfactif, de la SVZ [226] et de I'hippocampe
[227,228]. Le présent travail a tout d’abord permis de montrer la présence de ce
processus pour la premiére fois chez le microcébe et, a notre connaissance, pour la
premiére fois chez un primate prosimien [229]. En plus des régions présentées ici, la
neurogénese a également été observée en quantité importante au niveau du cortex
auditif (données non présentées), modalité sensorielle tres fortement exploitée chez
le microcébe. Dans les régions associées a la mémoire telles que le bulbe olfactif et
le gyrus denté, les AGPI n-3 ont tendance a favoriser le processus de neurogénése
(augmentation d’environ 30%). Cette augmentation, plutét importante
quantitativement, a été également observée dans d'autres expériences de
supplémentation chez le rongeur. En effet, un résultat similaire a été observé chez la
souris agée chez qui la supplémentation en AGPI n-3 a long terme multiplie par 3 le
nombre de nouveaux neurones produits sur une durée de 6 jours dans I'hippocampe
[230]. Cette hausse de nouveaux neurones est sans doute a mettre en relation avec
la mémoire et I'apprentissage. Chez des rats agés la supplémentation en DHA a
long-terme augmente la neurogénése hippocampique ce qui démontre que les AGPI
n-3 sont impliqgués dans le développement et le maintien de [I'apprentissage et la
meémoire en stimulant de nouveaux neurones dans I'’hippocampe [231]. Le méme

phénomeéne semblerait se produire dans le bulbe olfactif. Pour estimer I'impact sur la
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meémoire dans cette région, il serait intéressant de tester la mémoire olfactive des
animaux. Précédemment, nous avons vu que lanxiété et la motivation des
microcébes jouaient un role dans la performance lors de la discrimination visuelle.
C’est la raison pour laquelle, I'étude de la neurogénése dans 'amygdale, centre des
émotions, aurait pu expliquer les différentes réponses émotionnelles face a un méme
stimulus [232]. Dans 'amygdale, ce processus ne semble pas étre modifié par la
supplémentation en AGPI n-3 et ne peut donc pas étre mis en relation avec les
modifications comportementales observées en lien avec les émotions, sur la base
des résultats présentés ici. Cependant, il est nécessaire de prendre du recul sur les
conclusions de I'étude de la neurogénese et ce pour deux raisons principales. Tout
d’abord, ces résultats sont préliminaires car ils ont été obtenus a partir d’'un nombre
limité d’animaux (n=3 dans chaque groupe). Ensuite, a ce stade, nos résultats ne
permettent pas de démontrer un lien de causalité formel entre amélioration
comportementale et apparition des nouveaux neurones. Ces observations sont
exclusivement corrélatives et non causales, et il faudrait maintenant réaliser des tests
a la fois comportementaux mais aussi fonctionnels (IRM fonctionnelle, mesure de la

fonctionnalité des réseaux neuronaux par imagerie bi-photon).

Il est toutefois possible de relier ces résultats aux études de supplémentation
précédentes chez le microcébe. En effet, il a déja été démontré a travers deux
études récentes que la supplémentation en AGPI n-3 a long-terme (plus de 6 mois)
induisait a la fois une amélioration des performances cognitives liée a la baisse de
'anxiété [143] et une augmentation de l'utilisation cérébrale de glucose mesurée par
imagerie TEP (tomographie par émission de positrons) [233]. Etant donné
l'importance de la consommation d’énergie, essentiellement sous forme de glucose,
par les neurones, nous proposons ici 'hypothése que I'augmentation d’utilisation
cérébrale du glucose était liee a une augmentation de la neurogénése telle que celle
mesurée dans la présente étude. L’augmentation d’utilisation cérébrale du glucose
pourrait donc étre directement due a 'augmentation de la population de neurones.
Nous pouvons également supposer que la mise en place de nouvelles connexions
entre les neurones existants et les nouveaux ainsi que la plasticité synaptique,

permettent de soutenir des performances cognitives améliorées.
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Alternativement, l'augmentation de la capacité d'apprentissage pourrait étre liée a
une augmentation de I'attention lors du test effectué a T18 mois. Chez 'Homme, il a
déja été décrit qu'un faible taux d'AGPI n-3 était en lien avec une capacité d'attention
diminuée [139,146,234,235]. Ainsi les individus supplémentés en AGPI n-3 verraient
leur capacité d'attention augmenter avec le temps passé en supplémentation et
seraient plus attentifs lors du test effectué aprés 18 mois de traitement, conduisant a
une amélioration de leur capacité d'apprentissage. Cette hypothése permet
également d'expliquer que seul l'apprentissage soit affecté. En effet, l'impact de la
supplémentation en AGPI n-3 sur l'attention n'aurait été suffisant qu'a partir de 18
mois et n'aurait pas eu d'effet lors de l'acquisition de la discrimination a T12 mois
précédant le test de mémoire a T18 mois.

A notre connaissance, peu d'études se sont intéressées a l'effet d'une
supplémentation en AGPI n-3 sur les capacités cognitives d'individus adultes ne
présentant aucun trouble cérébral apparent, la majorité des études s'intéressant a
leurs effets sur des populations agées ou souffrant de troubles cérébraux
[145,147,148,223,225]. Ainsi les nombreux effets d'une supplémentation en AGPI n-
3 montrés lors des études sur des modéles de pathologies, des sujets agés ou
encore souffrant de troubles cérébraux seraient peu visibles sur des populations
saines, ce qui tendrait a expliguer le peu d'effets observés aprés une
supplémentation longue chez le microcébe (environ un dixieme de son espérance de
vie maximale dans la colonie). De plus I'effet neuroprotecteur des AGPI n-3, montré
sur différents modéles pourrait n'étre vu que lors de prochaines études sur ces
animaux en phase de sénescence. Cette étude montre cependant des effets
bénéfiques d'une supplémentation a long terme en AGPI n-3 avec une baisse de
l'anxiété des individus supplémentés, une augmentation de la capacité de mémoire
des individus par rapport aux tests effectués avant le traitement alimentaire et une
augmentation de la neurogénése dans des zones cérébrales sous-tendant ces

fonctions cognitives.

Si I'étude de supplémentation en AGPI n-3 avait pour but de tester I'impact de
variations qualitatives sur la plasticité comportementale acquise, il est important de

noter que cette supplémentation pourrait également influencer des marqueurs de
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plasticité innée comme I'horloge biologique. Bien que cette influence n’ait pas été
testée dans le présent travail de thése, des travaux conduits sur d’autres especes
tels que le Hamster, ont montré leur influence sur I'expression des rythmes
biologiques. Ainsi, une carence en AGPI n-3 perturbe les rythmes d’activité
locomotrice et d’expression de la mélatonine, hormone clé des rythmes veille-
sommeil [141]. A linverse, la supplémentation, lorsqu’elle est appliquée en éte,
semble favorable a un rétablissement d’une activité locomotrice spontanée
normalisée chez le microcebe [143]. Enfin, des travaux récents ont montré qu’au
cours d’'une supplémentation en AGPI n-3 de quelques semaines, appliqguée en
hiver, lorsque I'expression de la torpeur est plus fréquente et physiologiquement plus
adaptée qu’en été, les épisodes de torpeur sont moins fréquents et moins profonds
comparativement a des animaux controles [236]. Ces données tendent a montrer
qu’il existerait également une influence de cette famille d’acides gras sur I'horloge
biologiqgue et le métabolisme, et donc sur des meécanismes de plasticité

comportementale innée.

V.C. Capacités physiques, métabolisme et modifications alimentaires

Bien que la restriction soit un véritable défi énergétique, les deux études ne semblent
pas montrer de baisse des performances physiques des individus. En effet, lors de
ces études, les individus RC ont perdu en moyenne un cinquieme de leur masse
corporelle aprés 19 jours de restriction a 40% (RC-Cog) et un quart aprés 14 jours de
restriction a 60% (RC-Chrono). Cependant, les tests de Rotarod menés lors d'une
restriction a 40% ne montrent aucune différence dans les performances de
coordination et d'endurance avant et aprés traitement. Il a méme été noté une
meilleure réussite des individus RC au test de Rotarod apres le traitement
alimentaire. Ces résultats suggerent une amélioration pouvant étre liee a la perte de
poids. Il a déja été montré une telle augmentation des performances de coordination
et d'endurance lors d'une étude de restriction calorique chronique a 30% sur des
microcebes adultes (projet RESTRIKAL). Ce projet a permis de mettre en évidence
une amélioration de I'ordre de 100% des individus restreints lors de tests de Rotarod
effectué aprés 2, 3 et 4 ans de restriction (données du laboratoire non publiées).
Outre le fait que ces observations nous permettent d'affirmer que les résultats des
différents tests cognitifs n‘ont pas été biaisés par de moindres performances motrices
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chez les individus RC, ils montrent également une capacité physique intacte lorsque
I'énergie disponible est limitée. Des résultats similaires ont été obtenus lors de I'étude
RC-Chrono. En effet, lors de cette étude, l'activité locomotrice spontanée des
individus RC n'est pas modifiée significativement au cours de la restriction
alimentaire. Ceci tend a indiquer que la fourniture d'énergie par l'organisme reste
suffisante pour maintenir des performances motrices permettant a l'individu de
survivre dans son milieu. De plus, de nombreuses études se sont intéressées aux
variations de l'allocation énergétique entre maintenance, croissance et reproduction
chez différentes espéces [237-240]. Ces études montrent qu'un environnement
donné favorise l'allocation d'énergie vers une fonction précise. Par exemple dans le
cas de l'anodonte des piscines, I'énergie serait, en temps normal, principalement
allouée a la croissance mais qu' elle serait détournée vers la reproduction en cas de
forte densité de population [238]. Dans nos études, un mécanisme similaire pourrait
étre mis en place, et les individus investiraient préférentiellement leur énergie dans la
maintenance et la recherche alimentaire plutét que dans des processus cognitifs

codteux.

De plus, le suivi de la glycémie et de la cétonémie a jeun des individus RC et CTL
pendant les 19 jours de traitement alimentaire lors de I'étude RC-Cog, n'a montré
aucune différence pour ces 2 parameétres entre RC et CTL. De méme, aucune
évolution de la glycémie n'a été visible lors du traitement alimentaire, suggérant le
maintien d'un apport constant de substrats énergétiques a I'organisme par utilisation
des réserves. Lors de périodes d'hypoglycémies prolongées, l'organisme utilise les
lipides de réserve conduisant a la formation de corps cétoniques. La présence de
corps cétonigues dans le sang est donc un bon indicateur d'hypoglycémie. Dans
cette étude, la cétonémie se situait toujours sous le seuil de détection de 0,1 mmol/L
(données non-présentées), confortant I'hypothese du maintien d'une glycémie stable
et donc d'une cétonémie stable lors de la restriction. Cependant I'énergie disponible
étant diminuée, nous avons vu que les individus utilisaient des stratégies
comportementales d'économie d'énergie par utilisation de la torpeur et
I'hnypométabolisme. Cet hypométabolisme est particulierement visible lors de I'étude
RC-Chrono. Dans cette étude, une partie des individus CTL et RC a été suivie a
'aide d'un systeme de respirométrie permettant le suivi métabolique en continu

durant les 14 jours de traitement alimentaire. Bien que le nombre d'individus suivi ait

113



été trop faible pour réaliser une étude statistique il est intéressant de noter une
baisse importante du métabolisme des individus RC pendant la restriction. Leur
métabolisme est alors trés inférieur a celui des individus CTL sur une grande partie
de la journée. La RC induit généralement une diminution du métabolisme qui permet
de compenser le déficit énergétigue chez différentes espéces [241,242]. Ces
données permettent non seulement de montrer une diminution du métabolisme des
individus RC mais également une stratégie d'utilisation de substrats énergétiques
différents. En effet, ces enregistrements nous permettent de calculer le quotient
respiratoire (Figure 52). Comme pour la consommation d'oxygene, marqueur du
métabolisme des individus, le quotient respiratoire est trés inférieur chez les individus
RC par rapport aux individus CTL suggérant une utilisation préférentielle de substrats
lipidiques. Au contraire ce quotient est relativement élevé chez les individus CTL

suggérant une utilisation de substrats majoritairement glucidiques.

Dans une précédente étude menée sur des individus de la colonie de Brunoy en
hiver et en été et soumis a des restrictions de 40% et 80% pour chacune de ces
saisons, il avait été montré que les individus utilisaient différents substrats
énergétiques en fonction de la saison avec utilisation prioritaire de masse maigre en
été afin de diminuer le métabolisme et utilisation de masse grasse avec réduction du
métabolisme par l'utilisation de la torpeur durant I'hiver [194]. Comme nous avons
déja pu le voir pour la masse, les individus utilisés au cours de ce travail de these ont
été beaucoup plus affectés par la restriction en été que ceux de I'étude de Giroud et
al. citée précédemment. En prenant en compte les données de métabolisme aérobie,
nous pouvons voir que les individus RC de I'étude RC-Chrono présentent une
utilisation préférentielle de la masse grasse similaire a celle des individus de Giroud
et al.. Lors de I'étude RC-Cog, nous avons testé le métabolisme basal des individus
des groupes RC et CTL. Au contraire des résultats de suivi métabolique en continu,
nous avons observé une augmentation du métabolisme basal des individus RC entre
les deux sessions du protocole. Ceci suggére gu'ils étaient plus actifs lors de la
seconde session ou maladaptés a la restriction car utilisant plus d'énergie au repos.
Dans notre expérience, les mesures de metabolisme basal ont été menées 4 heures
avant la présentation de la nourriture. Cette fenétre temporelle pourrait tres bien faire
l'objet d'une activité locomotrice spontanée plus importante du fait de I'anticipation de

la présentation de la nourriture qui se retrouve en période de restriction alimentaire
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[243]. Ces résultats ne sont donc pas incompatibles avec la baisse générale du

métabolisme.

2h

— CTL
-= RC

0.6

Temps
Figure 52 : Quotient respiratoire moyen d'individus CTL (n = 2) et RC (n = 2) au
cours d'une journée divisée en une phase d'obscurité (gris) et une phase de lumiere
(blanc).La plage rouge correspond a la plage ou les métabolismes sont identiques.
Le seuil bleu correspond au seuil théorique d'utilisation unique des lipides. Le seuil

vert correspond au seuil théorique d'utilisation unique des glucides.

Les modifications de l'alimentation testées ici ne semblent donc pas avoir d'effet sur
les performances motrices. Lors de la restriction calorique, les individus parviennent
a maintenir une glycémie stable ainsi que des performances locomotrices élevées.
Cependant, ce challenge énergétique les pousse a modifier leur métabolisme en le
réduisant comportementalement ainsi qu'en utilisant d'autres substrats énergétiques.
Ainsi une grande partie de I'énergie utilisée par les individus RC semble provenir de
I'oxydation des acides gras de réserve qui leur permet de maintenir une glycémie

stable.

V.D. Variation inter-individuelle, aspect motivationnel et autres biais lors

des tests physiques et cognitifs

Au cours des trois études développées dans le cadre de ce travail de thése, nous

avons pu noter de fortes variations inter-individuelles dans les réponses

115



comportementales des groupes soumis a un changement de l'alimentation. Outre
l'effet visible du régime alimentaire, plusieurs paramétres propres aux différents
individus permettent d'expliquer ces variations. Un des principaux biais potentiels est
le niveau de motivation des individus pour effectuer les tests. Ce probléeme, s'il est
inexistant dans I'étude RC-Chrono ou seuls les comportements spontanés sont
analysés, est prépondérant lors des tests cognitifs en conditions controlées. Ainsi
lors du test de la plateforme circulaire effectué au cours de I'étude RC-Cog, seule
une partie des individus se montrait suffisamment motivée pour explorer le dispositif
et chercher la sortie du test que se soit pour les individus CTL ou RC. De méme
certains individus refusent d'effectuer une partie des essais lors des tests de
mémoire et d'apprentissage conduisant a des plus faibles taux de réussite. Lors de
I'élaboration d'un test, le facteur motivation doit étre pris en compte car permettant de
supprimer les biais ou de réduire le nombre d'essais ou de sessions nécessaires
[185]. Ce facteur est d'autant plus important dans les études sur la restriction
calorique que la motivation ne peut étre augmentée par une récompense alimentaire.
Cette baisse de la motivation se retrouve également entre les saisons. Dans I'étude
sur les effets d'une supplémentation en AGPI n-3 on peut noter des variations
similaires des performances des individus des groupes CTL et AGPI n-3 sur la tache
de discrimination. En effet, pour les deux groupes, il y a une augmentation du taux
de réussite entre les tests d'apprentissage effectués aprés 12 mois et 18 mois de
traitement alimentaire et les tests effectués aprés 6 mois de traitement alimentaire.
En paralléle, les deux groupes présentent une réduction du nombre de refus lors du
test d'apprentissage effectué apres 18 mois de traitement alimentaire par rapport au
test effectué aprés 6 mois de traitement alimentaire. Ces résultats indiquent deux
choses. D'une part, les individus présentent une amélioration de leur performance en
eté (12 mois) par rapport a I'hiver (6 mois). Il est assez normal d'observer un tel
phénoméne sachant que le microcébe est une espece présentant une saisonnalité
marquée [159,162,193,244]. Ainsi I'hiver, cette espéce diminue son activité afin
d'économiser de I'énergie. Ici les individus des deux groupes présentaient une faible
capacité d'apprentissage probablement due a l'influence de la saison. La différence
observée entre les deux hivers (tests a 6 mois et 18 mois) est, quant a elle,
principalement due a une diminution du nombre de refus d'effectuer le test. Ainsi les
individus des deux groupes semblent s'étre habitués a la semaine de test en hiver et
prennent plus facilement part aux tests cognitifs. De méme que pour l'apprentissage,
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on note une baisse du nombre de refus entre le test de mémoire effectué au cours
du premier hiver (6 mois) et celui effectué lors du second hiver (18 mois) chez les
individus CTL indiquant, la aussi, une habituation au test. Une autre cause de biais
potentiel peut étre liée au stress de I'animal. En effet il est possible que des individus
plus stressés soient moins performants au cours des tests cognitifs. L'anxiété est
largement considérée comme un facteur de biais cognitif [245,246]. Ainsi les
individus les plus enclins au stress pourraient montrer des performances cognitives
faibles sous l'effet de ce dernier. Le stress peut également étre un facteur expliquant
la grande variabilité des mesures de glycémie des deux groupes expérimentaux lors

de I'étude sur l'effet de la restriction sur les capacités cognitives.

Nos études montrent de grandes variations dans le comportement et les résultats a
différents tests chez le microcébe. Différents parameétres extérieurs sont a prendre en
compte lors de l'explication des résultats. En effet, la motivation des individus joue un
réle important dans la performance des individus a un test donné, les individus non
motivés pouvant étre confondus avec des individus non performants. Cette absence
de motivation peut étre due a des facteurs différents comme l'adéquation du test
avec l'écologie de I'espéce ou encore la saisonnalité. Un autre facteur important a
prendre en compte lors de l'analyse des résultats correspond au stress qui peut
diminuer les performances cognitives des individus. Ainsi il convient de prendre en

compte ces différents paramétres lors de I'analyse des résultats comportementaux.
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Conclusion générale et Perspectives
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En conclusion, nos données démontrent que les modifications de ['alimentation,
gu’elles soient quantitatives ou qualitatives peuvent avoir des effets importants sur la
plasticité comportementale innée comme acquise. La restriction calorique, par le
challenge énergétique qu'elle représente, semble particulierement critique et
dépendre de la capacité des animaux a gérer la perte de poids. Le fonctionnement
de I'horloge biologique et des fonctions cognitives sont d'autant plus impactés que la
perte de masse corporelle est importante. De plus, il semble qu'il existe un seuil de
perte de masse corporelle au-dela duquel les processus cérébraux ne sont plus
assurés de maniere optimale. Ce seuil semble se situer autour de 20% de la masse
initiale. Ceci pourrait étre d0 a une allocation préférentielle de I'énergie disponible a
la survie des individus par le maintien de fonctions motrices essentielles. Les
modifications qualitatives de [l'alimentation telle que la supplémentation en
micronutriments de type AGPI n-3 semblent également capables d’influencer la
plasticité comportementale. Cependant, les effets sont plus limités sur des individus
adultes sains. L'augmentation de la création de nouveaux neurones au sein des
certaines structures cérébrales pourrait cependant permettre une augmentation de la

plasticité comportementale acquise par création de nouveaux réseaux.

Ainsi ce travail de thése montre que la diminution de I'énergie disponible engendrée
par une restriction calorigue, méme courte, peut réduire la plasticité
comportementale, qu'elle soit innée ou acquise. La plasticité comportementale
permettant une adaptation rapide de l'organisme aux changements de son
environnement, cette réduction de la plasticité est particulierement dommageable
dans le cas ou ces changements devraient se poursuivre dans le temps, l'individu
étant alors maladapté et moins a méme de survivre. Certains mécanismes de
compensation, comme la neurogénése ou un compromis énergetique bien gére,

peuvent contrecarrer certains de ces effets.

Au-dela de la supplémentation en AGPI n-3, d’autres micronutriments peuvent étre
capables d’influencer I'un ou l'autre des types de plasticité comportementale. C’est le
cas notamment de polyphénols tels que le Resveratrol qui peut a la fois agir sur la
régulation de I'horloge biologique et les performances mnésiques [247-249], ou de
vitamines [250]. Les travaux de la présente thése, en complément des travaux cités

ci-dessus, permettent donc de mettre en lumiere le fait que les variations
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nutritionnelles, qu’elles soient quantitatives ou qualitatives sont capables d’influencer
massivement les différentes formes de plasticités comportementales et donc les
grandes fonctions cérébrales. Ces résultats confirment le réle central de la nutrition
dans le fonctionnement optimal du cerveau et les conséquences de ce
fonctionnement sur les capacités d'adaptations des individus face aux changements

environnementaux.
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Brain functions are known to consume high levels of energy, thus, the integrity of cognitive performance
can be drastically impacted by acute caloric restriction. In this study, we tested the impact of a 40% caloric
restriction on the cognitive abilities of the grey mouse lemur (Microcebus murinus).

Twenty-three male mouse lemurs were divided into two groups: 13 control animals (CTL) that were fed
with 105 kJ/day and 10 calorie restricted (CR) animals that received 40% less food (63 kJ/day) than the CTL
animals. The animals were fed according to their group for 19 days. Before treatment, we assessed baseline

IC(ZJI/;A;ﬁ:rCrIZ:striction associative learning capacities, resting metabolic rates and locomotor performance of both animal groups.
Learning After treatment, we tested the same functions as well as long-term memory.
Memory Our results showed that CR animals had lower learning performance following caloric restriction. The

effects of caloric restriction on memory recall varied and depended on the metabolism of the individual
animal. Body mass loss was linked to memory test performance in the CR group, and lower performance
was observed in individuals losing the most weight. While CR was observed to negatively impact learning,
locomotor capacities were preserved in CR animals, and there were higher resting metabolic rates in the
CR group. Our data reinforce the strong link between energy allocation and brain function, and suggest
that in the context of food shortage, learning capacities could be a limiting parameter in the adaptation
to a changing environment.

Microcebus murinus

© 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cognitive ability is defined as the aptitude of an organism to
perceive, memorize and use information extracted from its envi-
ronment [1]. Cognitive ability plays a major role in the adaptation
of an individual to its environment, permitting him to succeed in
foraging or mating, for example [2]. In changing environments,
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individuals have to adapt continuously to fit their new living con-
ditions, and this is sustained by cognition and behaviour. Global
changes induce critical environmental modifications that can lead
to a sudden reduction in food availability [3]. Global changes also
affect phenomena such as El-Nino events [4], which can lead to
even more unpredictable events (e.g., hurricanes and drought) that
may directly affect individuals [5,6]. To face these types of changes,
individuals can quickly adapt their behaviour to maintain a high
level of performance. Two different types of behavioural plasticity
have been defined: one allowing the individual to quickly change
its behaviour when facing an expected environmental change (i.e.,
aseasonal change) and a slower one for the changes that have never
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been experienced [7,8]. Both types of behavioural plasticity rely on
cognitive abilities such as learning and memory. Learning is defined
as the ability for an individual to acquire new information and mod-
ify existing knowledge by coding new information with a neural
representation [9]. Learning is particularly important when fac-
ing unexpected changes in the environment. Memory is defined as
the ability to store newly learned information as short-term mem-
ory or to consolidate information to long-term memory via neural
changes. Because the neural networks underlying these abilities are
vast and complex, optimal brain functioning seems to be particu-
larly important for an individual to maintain a high performance in
its environment.

However, brain functioning and brain plasticity are energeti-
cally costly [10,11]. The brain composes 2% of the total body weight
but uses 20-25% of the oxygen and glucose consumed by an organ-
ism [12], which is mainly used for synaptic communication and
restoration of axon membrane potentials [13]. Because glucose is
the main energy source and glycogen reserves in the brain are
scarce, the brain needs a constant glucose supply for optimal func-
tioning [14-16]. Additionally, costly sensory systems have to be
maintained to ensure the acquisition of as much environmental
information as possible. Because of the demands associated with
proper brain and sensory organ function and their facilitation of
adaptation during environmental changes, brain processes may be
significantly affected by a sudden drop in available energy. Several
long-term studies have investigated the effects of caloric restriction
on cognitive ability, but the conclusions have been contradictory.
Eckles-Smith et al. [17] showed that a lifelong calorie restriction
applied to mice prevented age-related deficits in long-term poten-
tiation. Similarly, Means et al. [18] reported that a mid-life onset of
caloric restriction prolonged cognitive performance in 25-month-
old mice. Conversely, Yanai et al. [19] showed deleterious effects
of a 2-year caloric restriction (10 g daily food vs ad-libitum for con-
trols) applied on rats when performing a spatial memory task. The
same contradictions appear in human studies wherein the effects
of dietary restriction have been beneficial for some and deleteri-
ous for others. In a study by Witte et al. [20], improvements of the
memory capacities of elderly human subjects occurred under a 30%
caloric restriction. However, in a study by Green et al. [21], dietary
restraint had deleterious effects on cognitive performances (such
as short-term memory performance and vigilance) in women stu-
dents. Numerous studies have investigated the effects of unadapted
decreases in food consumption in humans and have been inconsis-
tent. For example, Tian et al. [22] have shown that Muslim athletes
exhibit poorer cognitive abilities when performing various cogni-
tive tests (including both detection and identification tasks and
memory recall) after two weeks of Ramadan intermittent fasting.
Contrarily, Green et al. [23] observed no effects of meal skipping on
cognitive function in female subjects. Similar results were obtained
in a study from Kral et al. [24] wherein children that did not eat
breakfast exhibited the same cognitive capacities as the children
who did eat breakfast. However, these effects remain poorly stud-
ied in humans. In animals, there have been no studies reported
investigating the short-term cognitive consequences of a sudden
and unpredictable drop in energy consumption, which is a phe-
nomenon that could occur before adaptation to a food shortage.
Thus, in the present study, we investigate the impact of an acute
40% caloric restriction on cognitive functions in the grey mouse
lemur (Microcebus murinus) primate.

The grey mouse lemur is a small Malagasy prosimian primate.
Because the grey mouse lemur is a nocturnal lone forager, it faces
both predictable and unpredictable seasonal changes in food avail-
ability [25,26]. In this species, cognitive abilities, and particularly
memory, play a major role in foraging behaviour during harsh
periods. It has been shown that the grey mouse lemur is able to
return to stationary food resources in the wild and to plan its for-

aging track during low availability periods [27-29]. The mouse
lemur is commonly used for cognitive testing because it devel-
ops age-related cognitive impairments [30,31]. The impact of food
restriction on this species has been mainly addressed during short-
day, winter-like photoperiods, when the food availability is low
for this species and is a condition for which they are physio-
logically well-adapted (i.e., there are increases in body mass, fat
storing mechanisms, hypometabolism, and sexual rest) [32,33].
During long-day, summer-like photoperiods, food availability is
supposed to be high for the grey mouse lemur, but weather-related
events may cause the food supply to drop suddenly [34]. Very
little is known about the cognitive and physiological responses
of mouse lemurs to food shortage during the long-day photope-
riod. In the long-day season, animals are lean and sexually active.
For this study, cognitive performance was assessed before and
after a 19-day 40% calorie restriction using a visual discrimina-
tion task. In parallel, we also controlled physical performance using
motor coordination and endurance tasks and measured the resting
metabolic rate at the beginning and end of the restriction period.
We hypothesize that caloric restriction will significantly alter cog-
nitive performance.

2. Methods
2.1. Ethics statement

All experiments were performed in accordance with the Prin-
ciples of Laboratory Animal Care (National Institutes of Health
publication 86-23, revised 1985) and the European Communities
Council Directive (86/609/EEC). The research was conducted under
authorization number D-91.114.1 from the “Direction Départe-
mentale de la Protection des Populations” and under the approval
of the Cuvier Ethical Committee (Committee number 68 of the
“Comité National de Réflexion Ethique sur I'Expérimentation Ani-
male”) under authorization number 68-018.

2.2. Subjects, testing timeline and dietary intervention

Twenty-three adult male grey mouse lemurs from 1 to 4 years
of age (2.4+1.1) from a colony housed in Brunoy, France were
used. During the whole experiment, we kept the animals under a
long-day (summer-like) photoperiod (14 h light/10 h dark). Room
temperature and humidity were kept constant at T=25°C and
H=55%. In the wild, these environmental conditions would favour
high mouse lemur activity levels.

The experiment lasted 6 weeks (Fig. 1). During the first three
weeks, animals were fed with a mixture of cereal, eggs and milk
(‘mixture’). Fresh fruits and water were provided ad-libitum [35].
At the beginning of dietary treatment, animals were separated into
the following two dietary groups: one control group (CTL), receiving
15 g of mixture and 6 g of mixed banana for a total of 105 kJ/day and
one calorie restricted (CR) group, receiving 40% less calories than
the CTL group i.e.,, 9 g of mixture and 3.6 g of mixed banana for a
total of 63 kJ/day.

In the first week, a first test session (session 1) lasted 4 days and
consisted of a resting metabolic rate and physical capacities assess-
ment (day 1) followed by a visual discrimination test (days 2-4).
After the first test session, the animals were left for two weeks with-
out any intervention. We then isolated the animals and split them
into two groups to ensure two homogeneous groups: a CTL group of
13 individuals and a CR group of 10 individuals. For the subsequent
19days, the animals were fed according to their assigned group.
The second test session (session 2) started at day 16 and was the
same as the first session with a recall of the first discrimination test
replacing the habituation in the visual discrimination task. During
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Start of dietary intervention

Session 1 Rest Treatment Session2
1 1
Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5 Week 6
Session 1
Rotarod Discrimination Discrimination Discrimination
Basal metabolism Habituation Learning 1 Learning 1
Day 1 Day2 Day3 Day 4
Session 2
Rotarod Discrimination Discrimination Discrimination
Basal metabolism Recall Learning 2 Learning 2
Day 1 Day 2 Day3 Day 4

Fig. 1. Experimental timeline.

the dietary intervention period, we weighed the animals every two
days to ensure that body mass did not fall below 55 g.

2.3. Rotarod

The rotarod apparatus consists of a rotating, accelerating cylin-
der (model 7750, Ugo Basile, Gemonio, Italy) with a rotation speed
that was progressively increased up to 40 rpm. We assessed animal
locomotor capacities by measuring the time spent on the cylinder.

We placed the animal on the rotating cylinder at 20 rpm. The
cylinder speed was linearly increased. We allowed the animal to
run freely on the cylinder. Each trial stopped when the animal fell
from the apparatus or gripped the cylinder and turned on it without
moving for 3 full rotations. We considered a trial as a failure when
the animal jumped from the cylinder. In this case, we tested the
animal again for a maximum of 5 trials per session. At the end of
the test session, we kept the best time for each animal.

2.4. Basal metabolism

We assessed basal metabolism by measuring oxygen con-
sumption with a closed circuit respirometer. We performed the
measurement during the animal’s daily resting period. We intro-
duced each animal in a 2.5 respiratory chamber that was placed in
a cabinet at a controlled ambient temperature of 25 °C. We allowed
the animals to habituate for 20 min under constant airflow ven-
tilation at 21min~!. After the habituation phase, we closed the
ventilation for 40 min. We measured the oxygen consumption dur-
ing this 40-min time interval using the initial and final oxygen
concentration measured with an analyser (Servomex 570A®). The
apparatus was routinely calibrated with 100% N,. We adjusted the
basal metabolism using the animal’s body mass.

2.5. Discrimination task

2.5.1. Apparatus

The discrimination task was recently validated and fully
described for mouse lemurs. Among its advantages, the discrimina-
tion task does not rely on food reinforcement, which is mandatory

for CRstudies [36].In brief, alarge, movable platform used as a start-
ing platform, faced two narrow, movable, goal platforms that were
placed slightly beneath. A fixed platform could be added between
the two goal platforms during the habituation phase. A hole placed
at the centre of the cage, behind the goal platforms, allowed the ani-
mal to enter a nest box considered as a goal box. An opaque glass
prevented the animals from seeing the goal box from the starting
platform. A plastic cylinder served as a starting box.

2.5.2. Testing procedure

Each session was performed over a period of 3 consecutive days.
Day one consisted of a habituation phase with 7 trials without any
visual stimuli. For each trial, we placed the animal into the starting
cylinder for 1 min. The cylinder was then lifted up with the ani-
mal facing the platforms. We conducted the first 2 trials with a
fixed central platform without any glass between the animal and
the goal box. We conducted the 2 following trials with the same
central platform adding an opaque glass that prevented the animal
from seeing the goal box. We conducted the 3 remaining trials using
either a ‘right-left-right’ or a ‘left-right-left’ sequence. For each suc-
cessful trial (i.e., the animal jumped on the platform and entered the
goal box), we rewarded the animal by allowing him to spend 2 min
in the goal box. For each unsuccessful trial, we allowed the animal
to enter a nest box that was placed at the bottom of the apparatus
and immediately relocated the animal to the starting cylinder for
1 min before starting a new trial. If the animal did not move after
15 s, we then moved the starting platform up and down to increase
the motivation to jump.

The second and third days consisted of 2 sessions each with a 30
trial maximum (i.e., the ‘learning 1’ test). The animal was required
to reach a criterion of 8 successful trials out of 10 to be considered
as a learner. For each trial, we placed the animal into the starting
cylinder for 1 min. The cylinder was then lifted up with the animal
facing the platforms. For each trial, we randomly associated each
platform with a visual clue, allowing the animal to discriminate
between the platforms. One of the visual clues indicated a fixed
platform, allowing the animal to enter the goal box. The other clue
indicated an unstable platform that fell when the animal jumped
onto it. When the animal succeeded in reaching the goal box, we
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allowed him to rest for 2 min in the goal box and scored the trial as a
success. When the animal jumped on the unstable platform, we put
him back on the cylinder for 1 min before beginning a new trial and
scored the trial as a failure. Sometimes the animal avoided the task
(i.e., jumping on the floor, gripping onto the window, and refusing
to jump for 5min). In this case, we scored the trial as a refusal.
For session 1, the visual cues were a 220 cm? black plastic triangle
(fixed platform) and a 225 cm? white cardboard circle (unstable
platform), as previously described [36].

For session 2, we replaced the habituation day by a recall of the
first discrimination task (i.e., the ‘recall test’). The recall test con-
sisted of 1 session with a 30 trial maximum. The animal had to
meet the same criteria as in the learning test. During the recall test,
we used the same pair of visual clues as the ones used during the
learning test before dietary intervention (a black plastic triangle
for the fixed platform and a white cardboard circle for the unstable
one). During days 2 and 3, animals were exposed to a new discrim-
ination task using new visual stimuli (‘learning 2 test’). A 300 cm?
green rubber rectangle with black concentric lines was used for the
fixed platform and a 225 cm? blue star-shaped rigid paper was used
for the unstable platform as previously described [36].

For both learning and memory tests, we scored the total number
of trials necessary to reach the criterion, the total number of suc-
cessful trials, the total number of unsuccessful trials and the total
number of refusals. We defined the success rate as the number of
successful trials out of the total number of trials.

2.6. Statistics

Statistical analyses were performed with GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) using parametrical tests
after verifying the data normality using Shapiro-Wilk tests. Values
are expressed as the means + SD.

Because of the differences in the starting body masses of animals
in both groups (CTL starting body mass: 81.7 +12.4 g, CR starting
body mass: 82.8 +12.9 g), we normalized the body mass using the
starting body mass of each animal as a reference. In this study, we
used either normalized body mass or total body mass loss in our
analysis. We studied the evolution of normalized body mass data
using a two-way ANOVA with the Bonferroni post-hoc test.

We used Student’s t-test to compare the within-group session
1 and 2 results for the time spent on Rotarod, the resting metabolic
rate and the discrimination task. We used unpaired Student’s t-tests
to analyse differences between groups for the same parameters.
Finally, we used a linear regression to measure the correlation
between total body mass loss and success rate at the discrimination
recall task.
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Fig. 2. Body mass changes of control (CTL, n=13) and calorie restricted (CR, n=10)
animals during the 19 days of dietary treatment. *Significant difference between CTL
and CR at p<0.05.

Table 1

Bonferroni post-hoc test results for normalized body mass differences between
control (CTL, n=13) and calorie restricted (CR, n=10) animals from day 4 to day
19.

Day t Value p Value
day 4 3.105 0.022
day 6 4.011 <0.001
day 8 5.109 <0.001
day 10 5.599 <0.001
day 12 5.858 <0.001
day 14 6.486 <0.001
day 16 6.741 <0.001
day 19 6.52 <0.001

For data analysis, we excluded the animals that refused to
jump for the discrimination test (CTL n=3, CR n=3). Additionally,
we were not able to obtain session 2 Rotarod data for 4 animals
(CTL n=1, CR n=3); therefore, the results for these animals were
excluded from the Rotarod analyses completely.

3. Results
3.1. Body mass

CR animals had significant body mass loss (—14.6 +-5.8 g) at the
end of the 40% caloric restriction while CTL animals had no sig-
nificant change in body mass (-2.3 +£ 6.6 g). Both groups presented
large inter-individual variability with some animals losing twice
as much body mass compared to others. The ANOVA indicated
that diet (Fyjpq =29.8; p<0.001), time (Fg;139 =21.3; p<0.001) and
their interaction (Fg;1g9 = 14.8; p<0.001) had significant effects on
the body mass variations. The body masses of CR and CTL animals
became significantly different at day 4 and remained significantly
different until day 19 (Table 1, Fig. 2).

3.2. Rotarod

There was no significant difference in Rotarod performance
within groups for session 1 and session 2 or between groups for
session 2. CTL animals had a mean maximal activity of 185 +169s
before dietary intervention and 123+ 106s after dietary inter-
vention. CR animals had a mean maximal activity of 248 +212s
before dietary intervention and 267 + 238 s after dietary interven-
tion (Fig. 3).
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Fig. 3. Maximum time spent on Rotarod by CTL (for session 1, n=13 and for session
2,n=12) and CR (from session 1, n=10 and for session 2, n=7) animals during both
test sessions.
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Fig. 4. Resting metabolic rate of CTL (n=13) and CR (n=10) animals during both
test sessions. *Significant difference between CTL and CR animals at p <0.05.

3.3. Basal metabolism

CTL individuals had a similar level of oxygen consumption
before (2.2+0.5mlh~1g~1)and after (2.4+0.6mlh-1 g 1) dietary
intervention. The oxygen consumption of CR animals was sig-
nificantly increased between session 1 (2.2+0.6mlh~1g-1) and
session 2 (2.7+0.6mlh~1g1) (t=2.297; p=0.047) (Fig. 4).

3.4. Discrimination task

No significant differences between the two groups were
observed for the total number of trials needed to reach the criterion
in session 2. The CR animals had a total of 33.7 + 10.5 trials for the
learning 1 test, 11.7 6.2 trials for the recall test and 32.6 +11.3
trials for the learning 2 test. CTL animals had a total of 28 + 4.8 tri-
als for the learning 1 test, 10.4 4 1.9 trials for the recall test and
29.4 + 7.4 trials for the learning 2 test.

The success rate of the CTL animals significantly increased from
42.24+16.6% for the learning 1 test to 82.2 +9.6% for the recall
test (t=4.718; p<0.001). CTL animals showed no significant dif-
ference in performance between the learning 1 and learning 2 test
(38.8 £ 16.1% for learning 2). Unlike the CTL group, the CR group did
not exhibit any significant increases in the success rate between
learning 1 and recall tests. Moreover, CR animals had a lower suc-
cess rate for the learning 2 test compared to the learning 1 test
(t=2.466; p=0.049) (Fig. 5).

In the recall tests, CR animals showed a particularly high level
of inter-individual performance variability. Some animals that suc-
ceeded in recalling the learning 1 test performed as well as the CTL
individuals but others performed poorly. When linked to body mass
loss between session 2 and session 1, there is a significant positive
correlation between weight loss and success rate (n=7, r2=0.64;
p=0.03, Fig. 6), and the animals with the greatest weight loss were
the ones who performed the worst.

4. Discussion

The aim of this study was to observe the effects of a severe
acute caloric restriction on cognitive performance in the grey
mouse lemur using a short-term 40% caloric restriction during
the summer-like photoperiod. We assessed cognitive, physical and
metabolic performance both before and after 2 weeks of treatment
to measure changes in these parameters. In the discrimination
task, CR animals had impaired performances during new learn-
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Fig. 5. Success rate at the visual discrimination task of CTL and CR animals for the
learning 1 (CTL n=12, CR n=9), recall and learning 2 tests (n=10 for CTL animals
and n="7 for CR animals). *Significant difference between CTL and CR at p<0.05.

ing tasks. We also identified high inter-individual variability in
memory recall performances in CR animals, which was also dis-
criminated according to body weight loss; animals losing the most
weight were those with the worst performances.

In our experiments, the animals performed a habituation task
followed by the learning 1 test and then had a two-week rest
period while being fed ad-libitum. The first learning session was
thus consolidated under ad-libitum feeding conditions for all stud-
ied animals. Therefore, we can assume that the information from
the contextual learning (i.e., general understanding of the task
during habituation) and learning 1 test were correctly stored in
long-term memory. Moreover, because our experiment was based
on operant conditioning with both negative and positive outcomes,
we can reasonably think that the habituation event was emotion-
ally impactful enough for the animal to store it in his long-term
memory. Strong emotional experiences appear to be highly consol-
idated in long term memory formation via amygdala modulation
[37,38]. The learning 2 task was even more challenging because
it occurred after a recall task of the first task acquired one month
beforehand. The role of previous experience is known to influence
future performance [39,40]. In a previous study using in this same
discrimination task, the animals under ad-libitum feeding showed
an improvement of learning abilities on a similar protocol with the
same pairs of visual stimuli used for the first and second learning
event (black plastic triangle versus white cardboard circle for the
first learning event and green rubber rectangle with black concen-
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Fig. 6. Correlation between the success rate for the recall test and body mass dif-
ference in CR animals between session 2 and session 1.
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tric lines versus blue star-shaped rigid paper for the second event)
as they had already acquired a good understanding of the task [36].
In our experiments, the CTL animals performed equally between
the learning 1 and learning 2 test, suggesting that the cognitive
demands for both tasks are equivalent.

We observed altered learning abilities in CR animals. When
exposed for the first time to the discrimination task, animals have
to acquire a general understanding of the task itself and must
also learn visual discrimination via operant conditioning. The neu-
ral network underlying general understanding of the task, which
includes jumping from the starting platform to another platform
to reach a goal box, is recalled for each new presentation of the
same task and thereby leads to an improvement in performances
for new discriminations [36]. However, the neural network under-
lying visual discrimination in itself, which includes associating the
visual stimulus with the stable platform, has to be newly gener-
ated for each discrimination involving new sets of visual stimuli
and could possibly be recalled later for a memory task involving
a particular pair of visual stimuli. In contrast to the network used
during the learning 1 task that was created when food was pro-
vided ad-libitum, the network during the learning 2 (session 2) task
had to be created during the dietary intervention phase. Because
of the costs of synaptic plasticity and neurotransmission [41,42],
the modifications occurring during a learning event would be too
costly for the animal to complete. The reduction in available energy
thereby led to a decrease in learning performance in the entire CR
group. Additionally, a recent study suggested that the brain tends
to avoid demanding cognitive tasks [43], which may apply to this
experimental condition wherein the cognitive tasks are performed
under energetically unfavourable conditions.

Animals were subjected to both memory recall and new learning
tests. It has already been shown that learning and memory reten-
tion of a discrimination task relies on different cerebral systems
[44,45]. McDonald et al. [46] have reviewed evidence suggesting
that learning of a simple discrimination task in the rat depends
mainly on the dorsolateral striatum while memory recall of a pre-
viously acquired discrimination task depends on the hippocampus.
It is therefore not surprising that there were different effects of
CR observed on both tasks. We observed that while new learn-
ing abilities were globally altered in the CR group, memory recall
was not significantly affected in all CR animals. The significant
improvement of performance in memory recall observed in the
CTL group was not observed in the CR group. However, some CR
animals performed as well as CTL animals and other CR animals
demonstrated drastic cognitive impairments in the memory recall
task. Such a high inter-individual variability in performance is quite
rare in adult animal subjects and could be explained by a differ-
ential effect of the treatment on each individual. In CR animals,
there was a positive correlation between body mass loss and suc-
cess rates in the discrimination memory task. Animals losing the
most weight performed the worst on the memory task. Several
studies have shown that hypoglycaemia induces damage in the
hippocampus [47,48]. Because the hippocampus plays a major role
in the recall of previously acquired discrimination tasks, the ani-
mals with the most significant body mass loss would be particularly
vulnerable to hypoglycaemia and as a consequence, brain damage
in the hippocampus would potentially occur and the associated
recall difficulties. Additionally, during the long-day period, mouse
lemurs are not physiologically adapted to food shortage conditions
and cannot enter into an efficient daily torpor [49]; therefore, the
animals will continue to lose weight that is mainly composed of
fat-free mass [50]. Animals that lose the most weight are the ones
that are unable to physiologically adapt to reduced energetic intake
[51,52]. Under these conditions, providing energy for processes in
the brain would be less beneficial for survival than using the energy
to ensure survival mechanisms. Memory performance is preserved

in the animals that can maintain an energy balance. Such subtle
differences in the effects of CR on memory and learning in the
discrimination task reinforce the fact that this test is quite challeng-
ing for the mouse lemur. This information provides supplementary
evidence for the link between body condition and cognitive perfor-
mance.

The current study shows the impact of caloric restriction
on cognitive performance. A two-week 40% caloric restriction
appears to sufficiently challenge mouse lemurs under the long-day
photoperiod and resulted in a mean body mass loss of approx-
imately 1/6th over the course of the 19day experiment (with
high inter-individual variations). However, Rotarod tests showed
no differences in performance both between and within animal
groups. This suggests that CR did not decrease physical abilities
of the animals, which allows us to rule out the hypothesis that
the cognitive test results were biased because of physical impair-
ment effects. Throughout the study, both animal groups maintained
major survival skills such as motor coordination and balance. In
parallel, we observed a change in basal metabolism when com-
paring between CTL and CR animals. The CR animals increased
their basal metabolism between session 1 and session 2, which
suggests that they were either more active during the experiment
or maladapted to caloric restriction and were thereby using more
energy at rest than before CR. CR has been shown to induce a
decreased metabolism in different species [53,54]. In our study,
the basal metabolism measurements were performed 4 h before
feeding, a time window that can correspond to food anticipatory
activity, which is defined as the increase in locomotor activity that
precedes the presentation of food when the food is not provided ad-
libitum [55]. It is possible that the CR animals herein are exhibiting
food anticipatory activity and are already active at the time of the
metabolism test (while the CTL individuals are still in a rest period),
which could lead to the observed basal metabolism alterations.

5. Conclusion

This study shows the impact of caloric restriction on cognitive
processes. The results indicate that animals under caloric restric-
tion were unable to properly learn a new discrimination task and
that some animals were also unable to recall tasks learned before
restriction. The inter-individual variability in memory performance
appears to be linked to metabolism because the animals losing the
greatest amount of body mass were also the worst performers on
the memory task. Learning a new discrimination task was affected
by CR, suggesting that this cognitive task is more energy dependent
than tasks that only require memory recall. The current findings
reinforce the link between brain function and nutrition. Thus, brain
function and body condition are of particular importance in the
context of global changes that may require animals to forage in
irregular places to find food resources.
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Annexe 2 : Article sur la méthode du test de discrimination

visuelle publié dans la revue "PLOS One"
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