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"Les graines d’un vieillissement en bonne santé se sement tét."

Kofi Annan lors de I’Assemblée mondiale sur le vieillissement (2001)



Remerciements

Apreés ces trois belles années, voici venu le moment que j’ai attendu et en méme temps
redouté, celui de I'écriture de ma these. Il m’est difficile de mettre des mots sur les émotions qui me
traversent devant toutes ces pages et je tiens a remercier de nombreuses personnes pour m’avoir

soutenu durant ces trois derniéres années.

La premiéere personne que je tiens a remercier est mon directeur de thése, Fabien Pifferi. Je
ne pourrais jamais assez te remercier de la chance que tu m’as donnée en me prenant en stage de
Master. Le deuxiéme stage que tu m’as proposé, a été une révélation qui s’est poursuivi en thése. Tu
as su me transmettre ta passion, prendre en compte mes opinions et m’a également donné la
possibilité de m’épanouir dans le milieu de la recherche. Grace a toi, j'ai pu développer des
compétences scientifiques mais aussi humaines qui me seront tres utiles dans la suite de ma vie
professionnelle et personnelle. Par ton soutien et ta présence, tu as su me guider tout au long de
cette these dans les bons et mauvais moments. Pendant ces cing derniéres années (et oui je compte
également ces deux années de Master), tu as été plus qu’un simple encadrant, un véritable ami.

Encore merci pour ta confiance car sans elle, je ne serais pas la a écrire ces lignes.

Je tiens a remercier les membres du jury ainsi que les membres de mon comité de these :
Fabienne Aujard, Anne Gabory, Eric Guilbert, Jean-Luc Picq, Mélanie Plourde, Claire Rampon, Sylvie
Remaud et Jérémy Terrien d’avoir accepté de consacrer un peu de votre temps a la lecture et a

I’évaluation de ce travail de these. Merci de me faire bénéficier de votre expertise et de vos conseils.

Je remercie Jean-Luc Picq de m’avoir permis de découvrir le monde de I'enseignement en me
proposant ce poste de chargé de cours au sein de I’'Université Paris VIII. Cette expérience m’a appris
beaucoup sur mes capacités a transmettre mes connaissances. Cela a été une expérience trés

enrichissante et je vous remercie de votre confiance.

Merci Jérémy Terrien pour ton aide, tes conseils et le temps que tu as consacré a répondre a
mes questions de statistique mais aussi a prendre part a mon comité de these. Merci pour ces

discussions que nous avons pu avoir qui m’ont permis d’améliorer mon travail.

Merci Fabienne Aujard de m’avoir accueilli au sein de votre unité de recherche et m’avoir

offert I'opportunité d’effectuer ce travail de thése dans un cadre de travail exceptionnel.



Mes remerciements vont également aux autres membres de I'équipe Bioadapt qui ont été les

soutiens quotidiens permettant de réaliser cette these :

Je remercie Marc Théry pour m’avoir accepté au sein de son équipe et de I'intérét qu’il a pu

avoir sur mon travail.

Merci Martine Perret pour m’avoir aidé au cours de ces trois années. Grace a vous, j'ai pu
étudier les microceébes dans de bonnes conditions. Merci pour vos conseils qui ont permis
d’améliorer mes expériences et de répondre a mes nombreuses questions. J'ai beaucoup appris en

vous cbtoyant, ce fut un véritable plaisir de pouvoir passer ces années de thése auprés de vous.

Fathia Djelti, je te remercie pour ta gentillesse et tes conseils. Tu as toujours su étre la quand
j’avais besoin de toi. Merci pour m’avoir transmis tes connaissances et ta passion. Je te souhaite

beaucoup de réussite dans la suite de ta carriere.

Merci beaucoup Jacques Epelbaum pour nos discussions neuroscientifiques qui m’ont permis
de me poser de nouvelles questions et d’améliorer mon travail. Merci de I'intérét que vous avez

porté a cette these.

Merci Isabelle Hardy pour ton extréme gentillesse, je suis contente d’avoir pu rencontrer une

personne comme toi.

Je tiens a remercier Aude Anzeraey, Lauriane Dezaire, Isabelle Hiron et Sandrine Gondor
pour leur aide avec les animaux et leur gentillesse. Merci pour les nombreux moments partagés au

cours de ces dernieres années durant nos pauses cafés et les repas du midi.

Je remercie Manuela Da Fonseca, Nadine Comte et Yamso Sepkon pour votre aide dans les

formalités administratives. Merci pour votre gentillesse et votre bonne humeur a toute épreuve.

Merci a Juliette Aychet, Léo-Paul Garayt, Caroline Paytra, Coline Sagot, Mélanie Save,
Laurie-Anne Vernhes et Océane Zolario pour votre aide. Sans vous, ce travail de thése n’aurait pas
réussi a aboutir. Vos nombreuses heures dans les taches cognitives, les séances d’activité physique
ainsi que la mesure de la neurogenése ont permis de contribuer a ce travail. Je vous remercie pour
les bons moments que nous avons pu passer ensemble. Je vous souhaite beaucoup de réussite pour

votre vie professionnelle et personnelle.

Merci a Lucille Butruille pour son aide et sa patience pour la question de la neurogenése et
les réponses qu’elle a pu m’apporter sur ce vaste sujet.
Merci beaucoup a Guiseppe Bertini et Federico Del Gallo pour m’avoir appris a analyser les

données EEG d’une autre maniere et m’avoir fait découvrir la ville de Vérone.



Grégoire Boulinguez-Anbroise, Estelle Cruz, Clara Hozer et Aude Noiret, nous ne sommes
pas seulement que des collegues de bureau mais également de trés bons amis. Nous avons partagé
de nombreux bons moments dans notre bureau comme a I'extérieur. Je vous remercie d’avoir été la
dans les bons et mauvais jours. Comme vous le savez bien, la thése n’est pas toujours une partie de
plaisir et votre présence m’a été d’un grand soutien. Je n’aurais pas assez de mots pour vous
remercier. Vous méritez de réaliser tous vos réves et je serais la pour vous au cours des prochaines

années. Courage pour votre derniére année de these !

Je ne pourrais pas finir cette partie sans remercier mes amis et ma famille.

Tout d’abord, je remercie Alexis, Anthony, Camille, Charline, Ha-Yeon, Lauréne, Lisa et
Mélanie pour leur soutien et les bons moments partagés avec eux. Méme si nous nous voyons peu,
c’est toujours un plaisirimmense de passer du temps avec vous. Comme disait Bob Marley, "les vrais
amis sont comme des étoiles ; vous ne pouvez les reconnaitre que lorsqu’il fait sombre autour de

vous". Je peux vous le dire, vous étes mes étoiles !

Un grand merci a mes grands-parents, mes oncles et tantes pour m’avoir toujours soutenu

au cours de toutes ces années.

Merci a ma tres chere cousine, Blandine, pour ta joie, ton soutien et ton écoute. Je suis

heureuse de pouvoir te compter dans ma vie.

Merci a ma Maman chérie. Je ne pourrais pas te remercier pour tout ce que tu as fait pour
moi. Tu m’as transmis ta curiosité, ta soif de connaissance, ta joie de vivre et ta force. Ton amour m’a
permis de me construire en tant que personne. Merci d’étre toujours la pour moi. Si je suis ici, c’est

notamment grace a toi. J'espere que j'ai pu te rendre fiére.

Je te remercie Papa pour ton soutien inébranlable. Tu m’as toujours poussé a me dépasser et
a aller le plus loin possible dans ce que je faisais. Tu n’as jamais hésité a faire bouger des montagnes

pour que je puisse poursuivre mes réves. Je te dois beaucoup, sans toi, je ne serais pas la ou j'en suis.

Merci beaucoup a mon beau-pére, Francis pour sa présence et son soutien au quotidien.
Merci d’avoir été la pendant ces dernieres années. Grace a toi aussi, j'ai pu me construire en tant

gu’adulte.



Enfin, je tiens a remercier tout particulierement ma petite sceur adorée, Pauline. Je n’ai pas
de mots pour te dire combien tu comptes pour moi ma Pau. Malgré nos différends, nous sommes
toujours la I'une pour I'autre pour les bons et les mauvais moments. Merci de ton soutien, de ta folie
et de ton amour. Je suis contente de t’avoir dans ma vie. Méme sans le vouloir, tu m’as poussé a me
dépasser. Tu es un modele de courage petite sceur, je suis fiere de toi ! Je souhaite que tous tes réves

se réalisent car tu le mérites. Je t’aime petite sceur !

Merci a tous les microcébes pour leur travail et leur motivation !



Curriculum Vitae

Liste des publications
Articles publiés

Royo J., Villain N., Champeval D., Del Gallo F., Bertini G., Aujard F., Pifferi F. Effects of n-3
polyunsaturated fatty acid supplementation on cognitive functions, electrocortical activity and
neurogenesis in a non-human primate, the grey mouse lemur (Microcebus murinus). Behavioural
Brain Research 347:394-407 (2018). doi:10.1016/j.bbr.2018.02.029

Royo J., Aujard F., Pifferi F. Daily torpor and sleep in a non-human primate, the gray mouse lemur
(Microcebus murinus). Frontiers in Neuroanatomy 13:87 (2019). doi: 10.3389/fnana.2019.00087

Article en preparation
Royo J., Butrille L., Zolario O., Aychet J., Remaud S., Pifferi F. Sleep-wake cycle, cognitive functions
and adult neurogenesis during aging in a non-human primate. Journal of Neuroscience.

Participation a des congreés
Présentation orale

Société Francaise de Nutrition, Nice (Novembre 2018) — Royo J., Pifferi F. Effet synergiques de la
restriction calorique et de I'activité physique sur les fonctions métaboliques et cérébrales.

Présentations dffichées

14 colloque de la Société Francaise des Neurosciences (NeuroFrance), Marseille (22-24 mai 2019)
- Royo J., Aujard F., Pifferi F. Daily torpor and sleep in a non-human primate, the gray mouse lemur
(Microcebus murinus).

49°™ congrés annuel de la Société des Neurosciences (Neuroscience), Chicago (19-23 octobre 2019)
—Royo J., Zolario O., Aujard F., Pifferi F. Sleep-wake cycle, cognitive functions and adult neurogenesis
during aging in a non-human primate.

Enseignement et encadrement de stage
Enseignement

Chargée d’enseignement (Septembre 2018 — Janvier 2019) en troisieme année de licence de
psychologie a I’Université de Paris 8 : "Vieillissement cérébral et endocrinien et son impact sur le
comportement" (30h/an).

Encadrement

Co-encadrement de Léo-Paul Garayt (Master 1 Ethologie, Université Rennes I) Avril-Mai 2016. "Effets
d’une supplémentation a long-terme en acides gras polyinsaturés n-3 sur les fonctions cognitives et
la neurogenese chez un primate non-humain".



Co-encadrement de Caroline Paytra (Licence 2 Sciences du Vivant spécialité Neurosciences,
Université Pierre et Marie Curie, Paris VI) Mai-Juin 2016. "Effets d’une supplémentation a long-terme
en acides gras polyinsaturés n-3 sur le processus de neurogenése chez un primate non-humain".

Co-encadrement de Coline Sagot (Licence 3 Sciences du Vivant spécialité Neurosciences, Université
Pierre et Marie Curie, Paris VI) Juin-Juillet 2016. " Effets d’une supplémentation a long-terme en
acides gras polyinsaturés n-3 sur le processus de neurogenése chez un primate non-humain".

Co-encadrement de Juliette Aychet (Master 2 Predictive and Integrative Animal Biology, Université
Paris Tech/Paris Saclay) Janvier-Juin 2017. "Evolution des fonctions cognitives et de I'activité
cérébrale au cours du vieillissement chez le microcébe".

Co-encadrement de Laurie-Anne Vernhes (Licence 3 Ecole de Diététique et de Nutrition Humaine,
Université Francois Rabelais, Tours) Avril-Mai 2018. "Etude de I'influence de la restriction calorique et
de I'activité physique sur les fonctions cognitives et métaboliques chez un primate non-humain".

Co-encadrement de Mélanie Save (3°™ année d’Ecole Vétérinaire, VetAgroSup, ENV Lyon) Juillet
2018. "Etude de I'influence de la restriction calorique et de I'activité physique sur les fonctions
cognitives et métaboliques chez un primate non-humain".

Co-encadrement d’Océane Zolario (Master 2 Biologie du Vieillissement et Longévité, Université
Pierre et Marie Curie, Paris VI). "Performances cognitives et neurogenese au cours du vieillissement
chez un primate non-humain".

Autres expériences scientifiques

Responsable de I'attribution des bourses de voyage et membre du comité scientifique de la session
Ecologie évolutive pour le comité d’organisation de la 5™ et 6°™ éditions du Young Natural History
scientists Meeting (YNHM) 2018-2019.

Représentante des doctorants et post-doctorants au Conseil d’Unité (UMR 7179 Mécanismes
adaptatifs et Evolution, Brunoy) — 2017-2019.

Actions de vulgarisation

Participation aux journées "Découverte des métiers" (Collége Louis-Pasteur, Brunoy) Mars 2018.
Vulgarisation du métier de chercheur aupres de collégiens.

Participation a un reportage diffusé au Journal Télévisé de France 3 lle de France en Avril 2019.
"Restriction calorique et activité physique"



Liste des abréviations

a Ondes alpha

A Active wake (veille active)

AA Acide arachidonique

ACT Activité physique
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AGS Acides gras saturés

AMPK AMP-activated protein kinase (protéine kinase activée par I'AMP ou adénosine
monophosphate)

ATP Adénosine triphosphate

B Ondes béta

BDNF Brain-derived neurotrophic factor (facteur neurotrophique issu du cerveau)

BOLD Blood-oxygen-level dependent (dépendant du niveau d'oxygéne sanguin)

BrdU Bromodéoxyuridine

BSA Bovine serum albumin (albuline sérique bovine)

CMR Courant de Migration Rostral

CSN Cellules souches neurales

CTL Contréle

[ Ondes delta

DAPI 4',6-diamidino-2-phénylindole

DCX Doublecortine

DHA Acide docosahexaénoique

DMA Diméthylacétals

DSP Densité spectrale de puissance

EDTA Ethylenediaminetétraacétique

EEG Electroencéphalographie

EMG Electromyogramme

EPA Acide eicosapentaénoique

Y Ondes gamma



GD
IRM
Ki67
NAD
NeuN
NPD1
NREM
NSC
OGTT
Olig2
PBS
PFA
RAR
RC
RC+ACT
REM
RMN
RXR
SIRT1

Sox2

SWA

TA
TAU
TEP
TGFB

TLX

XIAP

Gyrus denté

Imagerie a raisonnance magnétique

Marqueur de prolifération cellulaire

Nicotinamide Adénine Dinucléotide

Neuronal nuclear antigen (antigéne nucléaire des neurones)
Neuroprotectine D1

Non-rapid eye movement sleep (sommeil sans mouvement oculaire rapide)
Noyaux supra-chiasmatiques

Oral glucose tolerance test (test de tolérance orale au glucose)
Oligodendrocyte transcription factor (facteur de transcription oligodendrocytaire)
Phosphate buffered saline (tampon phosphate salin)

Paraformaldéhyde

Retinoic acid receptor (récepteur a l'acide rétinoique)

Restriction calorique

Restriction calorique + Activité physique

Rapid-eye movement sleep (sommeil avec mouvements oculaires rapides)
Résonnance magnétique nucléaire

Retinoid X receptor (récepteur X des rétinoides)

Gene codant pour la protéine enzymatique, sirtuine 1

Facteur de transcription pour le maintien de I'autorenouvellement
des cellules souches

Slow-wave activity (activité des ondes lentes)

Ondes théta

Tissu adipeux

Tubule associated unit (protéine associée aux microtubules)
Tomographie par émission de positons

Transforming Growth Factor B (facteur de croissance transformant béta=
Tailless-related receptor (récepteur nucléaire orphelin)

Quiet wake (veille calme)

X-chromosome linked inhibitor of apoptosis (protéine inhibitrice de I'apoptose liée au
chromosome X)

10



Liste des figures

Figure 1 : Schéma présentant le systéme mnésique.
Figure 2 : Représentation des différentes régions cérébrales chez ’Homme.
Figure 3 : Cellules souches neurales dans le cerveau adulte des mammiféeres.

Figure 4 : lllustration d’une vue sagittale d’un cerveau de rongeur montrant les deux principales niches
neurogéniques : la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux et la zone sous-granulaire du gyrus

denté de I’hippocampe.
Figure 5 : Evolution de la balance neurone-glie au cours du vieillissement.

Figure 6 : Voies de synthése des deux familles d’acides gras polyinsaturés a longues chaines n-3 et n-6

(AGPI n-3 et AGPI n-6).

Figure 7 : Schéma représentant les interactions de I'alimentation et de I'activité physique avec les

fonctions cognitives et la neurogenése.

Figure 8 : Arbre phylogénétique des primates.

Figure 9 : Caractéristiques morphologiques du microcébe.

Figure 10 : Photographies du cerveau de microcébe.

Figure 11 : Zones de localisation du Microcebus murinus.

Figure 12 : Evolution de la disponibilité des ressources alimentaires au cours de I'année.
Figure 13 : Organisation de I’horloge circadienne.

Figure 14 : Rythme circadien de la température corporelle et de I'activité locomotrice d’un microcebe

durant la saison hivernale correspondant a une alternance de 14 heures de nuit et 10 heures de jour.
Figure 15 : Relation entre masse corporelle et espérance de vie chez plusieurs espéces.

Figure 16 : Survie des animaux de I’élevage de Brunoy.

Figure 17 : Evolution morphologique du microcébe au cours du vieillissement.

Figure 18 : Dispositif de discrimination visuelle.

Figure 19 : Les différentes étapes de la phase d’habituation.

Figure 20 : Dispositif d’openfield et profils d’exploration

11



Figure 21 : Dispositif du Rotarod®.
Figure 22 : Représentation du systéme télémétrique chez un animal.
Figure 23 : Photographies des étapes de la chirurgie d’implantation pour I’électroencéphalographie.

Figure 24 : Représentations des signaux musculaires et neuronaux des différentes phases du cycle

veille-sommeil.

Figure 25 : Représentations des différentes zones cérébrales du microcébe selon le type de coupe

effectué au cryostat.

Figure 26 : Schéma représentatif des régions étudiées du ventricule latéral et de la ZSV chez un

microcébe.
Figure 27 : Dispositif d’activité physique.

Figure 28 : Evolution du taux de réussite avec le vieillissement lors d’une téche de discrimination

visuelle.

Figure 29 : Impact du vieillissement sur le nombre de refus lors d’une téche de discrimination visuelle.
Figure 30 : Evolution de I'anxiété lors du test d’openfield.

Figure 31 : Evolution du temps maximal passé sur le Rotarod en fonction de I’dge.

Figure 32 : Evolution du pourcentage de distribution des phases de veille-sommeil avec I'dge durant

les périodes nocturnes et diurnes.
Figure 33 : Effet du vieillissement sur le cycle veille-sommeil durant les périodes nocturnes et diurnes.

Figure 34 : Densité Spectrale de Puissance (DSP) obtenue a partir des enregistrements EEG, dans la

région du cortex préfrontal chez les animaux jeunes et dgés, durant la phase active.

Figure 35 : Photographies représentatives de sections coronales du ventricule latéral chez un

microcébe dgé.
Figure 36 : Balance neurone/glie dans la partie dorsale de la ZSV au cours du vieillissement.
Figure 37 : Balance neurone/glie dans la corne au cours du vieillissement.

Figure 38 : Impact du vieillissement sur les cellules précurseurs d’oligodendrocytes Olig2+ dans le

corps calleux.

Figure 39 : Prolifération cellulaire dans la partie dorsale de la ZSV au cours du vieillissement.

12



Figure 40 : Migration des neuroblastes le long du CMR au sein du cerveau d’un microcébe dgé (7 ans).

Figure 41 : Mise en évidence de la présence de cellules souches neurales et de cellules progénitrices

neurales dans le bulbe olfactif d’un microcébe Ggé (7 ans).

Figure 42 : Neuroblastes dans le bulbe olfactif d’un microcébe dgé (7 ans).

Figure 43 : Effets de la supplémentation alimentaire sur la composition plasmatique en lipides.
Figure 44 : Performance au test de discrimination visuelle.

Figure 45 : Activité exploratoire spontanée lors du test d’openfield.

Figure 46 : Densité spectrale de puissance (DSP) aprés 18 mois de supplémentation.

Figure 47 : Mise en évidence du processus de neurogenése.

Figure 48 : Nombre total de nouveaux neurones (NeuN+/BrdU+) et de neurones préexistants (NeuN+)

dans plusieurs zones cérébrales.

Figure 49 : Proportions de nouveaux neurones produits (neurones BrdU+) dans plusieurs zones

cérébrales.

Figure 50 : Variation du poids des animaux au cours de I’étude.

Figure 51 : Tissu adipeux (TA) des animaux apres 6 mois de traitement.
Figure 52 : Evolution temporelle de la glycémie a jeun.

Figure 53 : Evolution temporelle de la glycémie.

Figure 54 : Evolution du nombre de refus et du taux de réussite durant I'apprentissage et I'exercice de

mémoire du test de discrimination visuelle.

13



Liste des tableaux

Tableau 1 : Résultats de plusieurs études sur les AGPI n-3 et les fonctions cognitives chez I’Homme au cours de
la vie.

Tableau 2 : Résultats du test de Student pour les données de distribution des phases veille-sommeil
pendant les périodes nocturnes et diurnes.

Tableau 3 : Composition en acides gras plasmatiques aprés 20 mois de supplémentation (fractions de
la teneur totale en lipides).

Tableau 4 : Résultats de I'analyse statistique ANOVA pour le test de discrimination visuelle.

Tableau 5 : Résultats de I'analyse statistique type ANOVA (ATS) pour le test d’openfield.

Tableau 6 : Densité spectrale de puissance (DSP) pour les animaux CTL et AGPI n-3 au niveau du
cortex préfrontal.

Tableau 7 : Quantification du nombre total de nouveaux neurones (NeuN+/BrdU+) et de neurones
existants (NeuN+) dans plusieurs zones cérébrales.

Tableau 8 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre TO et T3.

Tableau 9 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre T3 et T6.

Tableau 10 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre T6 et TO.

Tableau 11 : Résultats des tests de Student non appariés pour le nombre de refus des différents
groupes.

Tableau 12 : Résultats des tests de Student non appariés pour le taux de réussite des différents
groupes.

14



TABLE DES MATIERES

REMEICIEMENTS ..eeiiiiiii ittt s e e e sb e e e s e ba e e e sab b e e s s b e e e s e mr e e e smbe e e s s baeessnraeesnnnes 3
CUTTICUIUM VA .ttt ettt ettt e h e bt e s bt e bt e e s bt e e bt e e sa b e e ebe e e sabeesabeesabeesabeesabeesaneesaneesaneesas 7
LISt 0ES ADIEVIAtIONS . ..ccutieiiieiieeiier ettt s st st b e bt et e ae e b e b e bt b et san e s sre e sreenreeneeaee 9
[ e 1Y 7= YRR 11
LISt @S TADICAUX ... .ei ittt ettt et et b e st b e e bt e e be e e b et e bt e s be e e bt e s b e e e neeeares 14
PrEAMDBUIE ...ttt st s s bt e bt ettt e ae e e b e b e e e bt et sae e she e sheenr e e bt e an e eneenneenreens 18
l. Cerveau et VIEIllISSEMENT ..c...oiiiiiereee ettt et r e ne s 21
A FONCLIONS COZNITIVES ... ueiiiiiiiiie ittt s e e s e e s e b e e s eabn e e e snae e s e s reeesenreeesnnneas 21

1. Les différents types de fonctions COGNItIVES.......coouiiiiiiiiiiiiieie e 21

2. Fonctions cognitives et VIEilliISSEMENT .......ccocuiiiiciiii et e ere e e et e e e are e e e araeas 24

B.  ACHIVITE CEMEDIAle ..ttt st st b et et ene e bbb s 26

1. Définition de 'activité CEréDIrale .........oo it 26

2. Les différentes ondes CErEDIrales..... ..ot 27

3. Activité cérébrale et VIeilliISSEMENT .....cc.eoiiiiiiiieeee et 28

C.  PlASEICILE COMBDIAlE. . ittt sttt st e st e st e st e e st e e eabeesabeesaseesabeasnneess 29

1 Mise en évidence de la plasticité cérébrale adulte ........c.ccceoieeriiiiiiiniii e 29

2 Caractéristiques et localisation du processus de NEUIOZENESE ........ccueeeeevreeeeiireeeeiieeeeitreeeesrreeeeaveeas 30

3. Neurogenese et VIEilliISSEMENT ......c..uii it etre e e e ste e e e ba e e e s ta e e e estaeeeeanaeas 34

4 Lien entre fonctions cognitives Bt NEUIOZENESE .....ccuueeieriieeieiieeecieeeesieeeeere e e staeeeesateeeeeaaeessnseeeens 35

II. Influence de I'alimentation et de I'activité physique sur e CerveauU........cccvrviiriiiiieeeriee e 38
A.  Apports nutritionnels qualitatifs : les acides gras polyinsaturés N-3 ...........ccccceeeeveeeeciieeecciee e e 39

1.  Définition et action deS aCIidES BraS.......ueiiiiuiieieiiee et e ettt e cecte e e et e e e s e e e eetae e e stbeeeesabeeeeeasaeeessraaaans 39

D Y€1 =Y o o o Yot o] a T oo = gL 4 =SSR 40

3. AGPI et plastiCite CEIEDIAlE .......oooouiiiieeee ettt s e e e e sate e e e aba e e e e ba e e e e araeeeeanaeas 43

B.  Apports nutritionnels quantitatifs : la restriction calorique .........ccccuvieeiieeicciie e 43

1. Définition et action de la restriction CaloriqUE ........ocuieriiiiie i eree e 43

2. Restriction calorique et foNCtioNS COZNItIVES ...cccviiviieiiieecee e 44

3. Restriction calorique et plastiCité CErébrale.........coooouiiiiiiiiicee et 45

C. Influence de "aCtiVItE PRYSIQUE ...cco.ueiei ettt e et e e et e e e e bb e e e esateeeeeaaaeeesareaaens 47

O ot €AY/ =3 o] 01V A (o [T AT | ] =S 47

2. Activité physique et fONCtioNS COZNILIVES ...ouviieeeiiee et e e e e e 48

3. Activité physique et plastiCité CErEDIrale .........oooeuiii ettt et e 49

D. Combinaison des approches nutritionnelles et de I'activité physique .........cccceeeeviiiiccee e, 51
Modele d’étude 1 18 MICIOCEDE ....c..coiiiiii e e sttt sneens 54
l. Phylogénie et classifiCation ...........ueiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e bbb a e e e e e e e e naaraeaaaaeean 54
II.  Caractéristiques MOIrPROIOZIGUES .......eeiiii it e e e e et e e e e e et te e e e e e e seenbataeeeaaesennnsaeneas 55
IIl.  Habitat naturel et distribution GEOZraphiQUE .......cceiuiiiieiiie et e e s e e e s ereeeeaes 56



LV Yol [o =T [V Iy Y[l o Yol =Y o 1TSS 58

N 110 o 1= o | - d o T TP TP P TSP PTORRPRP 58
(2 T \V/ FoTe (0o [oRY T Y i =Y o] e Yo IV ot d o o W TSP 59
C.  Rythmes SQiSONNIErs €1 CIFCATIENS .....ciiiiiiiiieiiie e citee ettt et e e st e e ssaaae e s sbeeeessataeesnanaeessnseeenns 59
V. VIEIHTISSEMENT ..ttt ettt et b e b e b et e e st e st e sbeesbeenbt e bt enteesneeneesneenreens 62
O o T Y=< o < TSRS 62
B Modifications morphologiques, sensorielles et MOtrICES .......cuiiiieriiiiiieiiii e 64
C.  Altérations des rythmes veille-Sommeil .........cooiiiiiiiiiiii e e 65
[ 0= ol | K oo =d o T 3 AV ol - =TSP 66
E.  ARErations CAMDIAlES .....couui ittt st e st e e bt e s bt e s nee s beeenee e 67
Objectifs et démarche eXPErimeNntale ........o.ci ittt saa e e sbe e sareenaee s 70
MaAtEriel € MELNOTES ..c..eeeiiiiieieieeee ettt ettt et e b e b e b et s b e sabesbeesbeenbe e bt eneesneesnnenbeens 72
l. Conditions d’élevage des microcebes et EThIQUE........ccuiiiiiiiee et e et e e e e earee s 72
[ DEMArche eXPArimMENTAIE . .....ccuiiiieiteee et ettt e b e s bt e e bt e s b e e e saeeeabeeesaeesbeeeneesares 73
A. Evolution des parameétres cérébraux au cours du vieillissement .........ccceeviiiiiiniiiininee, 73
1 REPArtitioN GBS @NIMAUX...ccciiiiiieiiieeeciieeeesieeeeeitte e e stre e e e stte e e eeibaeeesbbeeeesstaeesansaeeessseeeanssseseessaeesnsseeanns 73
2 Evaluation des fonctions cognitives : discrimination Visuelle............ccoeccvieiieciei i 73
3 Mesure de I'anxiété : 0PENTield........oooeiiiiii e e 76
4.  Mesure de la coordination Motrice : rotarod®.........cceeeeriirienieieeeee e 77
5 Mesure de I'activité cérébrale : électroencéphalographie..........ccccoueeeeiiiiieciiei i 78
6 MESUIE A€ 12 NEBUIOZENESE ....vviieeeieeecieeeeeciiteeeette e e sttt e e ettt e e seaaeeessaeesessteeesanseeeessaeeeensseeesannaneesnsseeenns 82
7 ANQIYSES STATISTIGUES ..uvveieiiiieeeiiieeeeriee e ettt e e sttt e e et e e e st e e e sbaeeeesataeeeesseeessseeeesnseeaesnsseeesannaeessnsseeeann 85
B. Effets des modifications environNemMeNtales............coeerieiiiiiiiiiniinieeeee e 85
1. Etude 1 :Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras polyinsaturés n-3................... 85
a.  Répartition des animaux et conditions expérimentales.........cccoeveeiiierieeiiieniee e 85
b.  Protocole alimeNntaire .........cocuiiiiiiiiieiieece e s e e 85
c.  Analyse des lipides sangUINS CIFCUIANTS ......uiiiiiiiiiiiiiieec et e e e e eearae e e e e e s e eaneaes 86
d. Fonctions cognitives : discrimination VISUEIIE ..........cocuieeiiiiiiiee et 86
e.  Mesure de I'anxiété : OPENTIEld.......c..oeiieieiiiiiiiee e e e e e e 87
f. Mesure de I'activité cérébrale : électroencéphalographie..........ccccueeeeiiiiiiciiii i, 87
8. MESUIE 0€ |3 NEUIOZENESE ...ttt e ettt e e et e e e et e e e e ateeeeeaaeeeeetbeeaeastaeeeesseeesanseaeeansaeaennnes 87
TR Y o P Y2y Ty = o £y o [ =R 89
2.  Combinaison d’une variation quantitative de I'apport alimentaire et de I'activité physique sur les
fonctions MEtaboliqUES et CErEDIalES .........uvii ittt e e e e e e ete e e e tee e e eareeaens 89
. REPArtition dES @NIMAUX.......cciiiuiiieeiiiie et et e eete e e eett e e e ettt e e e ateeeeeaeeeeeetbeeaeesbaeeeenssseesanseeeeansseaaanes 89
b.  Protocole alimentaire et COMPOrtEMENTAl.....ccccuiiiiciiie e e eree e 90
c.  Fonctions cognitives : discrimination VISUEIIE ...........oeeeiveiiiiiiie et e e e e 91
(o T Y [T VTl o [l T d LV ol=T s o =S PURU 91
€. MESUIE dE 1 NEUINOZENESE ... .eeeiiieeeee ettt e e e ee ettt e e e e e e st e e e e e e ee s abbaaeeeeaeseasbataeeaaeseaassasaesaaassennnnrans 92



LT Y T 1 LYY T = 1y o [ U =Y USSP 92

RESUITATS ...ttt et s e s e s bt e bt et e e st e eae e e b e e b e e Rt e s bt e an e sae e sheenheenr e e bt ean e eneennnenreens 93
I Evolution des parametres cérébraux au cours du vieillissement .........ccoceeeiieiiiiiieniiee e 93
A. Fonctions cognitives : discrimination VISUEIIE .........ccueiiiiiiiiiiiie e 93

B. Mesure de I'anxiété : OPENTIEld .....ccoouiiii i e e et e e et e e e eanreas 94

C. Mesure de la coordination Motrice : Fotarod® ........cccocerierienieniei e e et 96
D. Mesure de I'activité cérébrale : électroencéphalographie .........ccoceeriiiiiiiiiiiiieee e 96

E.  MeSUIre de 12 NEUFOZENESE ...c.ueeiiiieiiiieeit ettt ettt ettt et s bt st e st e st e st esabe e s bt e sabeesneesbeeeneenane 99

Il.  Effets des modifications environNEmMENtalEs .........cceecvirieriirieiieniee e e e 107
A. Etude 1:Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras polyinsaturés n-3 .................... 107

1.  Analyse des lipides SANGUINS CIFCUIANTS ....ccc.eiiiiiiiiieiiieie et s 107

2. Fonctions cognitives : discrimination VISUEIIE ..........ccccuiiiiiiiiiiecie et e 108

3. Mesure de 'anxiété : OPENTIEIA........cciiiiiii e e e e s e e et e e e eaaes 110

4. Mesure de 'activité cérébrale : électroencéphalographie.......cccceevieeriiinieiniieniceeeee e, 112

5. MESUIE dE |3 NBUIDGENESE ....eeiiieeiieitie ettt ettt ettt e et e st e st e s bt s bt e s bt e e bt e sbeeesbeeesnteesaneenees 113

B. Combinaison d’une variation quantitative de I'apport alimentaire et de I’activité physique sur les

fonctions MétaboliquEs et CErEDIrales ..........ue i iiii i e st e e e eaba e e e earaeas 119

1. Evolution de 1a masse COrPOrElle........ii ittt ettt st sreesanee s 119

2. MESUIE € 13 BIYCEMIE ..ccueeiii ettt e s e e e st e e e saeee e e saaeeeessteeeeenseeeesnseeeesnseeesannes 121

3.  Fonctions cognitives : discrimination VISUEIIE .........ccieiiiiiiiiiiiie e 124
1R o1 U 13 o PO PP 127
I Evolution des parametres cérébraux au cours du VieillisSSEMENTt..........cocieeieiciieieiiie e 127
Il.  Effets des modifications environnemMentales ............cccevoviriiiiiiiiinienic e 137
A. Etude 1:Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras polyinsaturés n-3 .................... 137

B. Etude 2 : Combinaison d’une variation quantitative de I'apport alimentaire et de I'activité physique sur

les fonctions Métaboliques et CArEDIrales..........ou i 146
DiSCUSSION GENBIAIE....c..etiiieieiitteet ettt ettt et st e e s bt e e bt e s bt e e bt e s bt e e bt e s bt e e saeesabeeebeeebeeesaseenbeeenaseenneeas 157
REFErences DibIIOGraphiQUES.......cc i ettt e e e et e e e e tte e e e eabaeaeeabbeeeeeateeeeessaeeessseaaan 162
YT L=y (=P P PP PPRP PPN 180
Effects of n-3 polyunsaturated fatty acid supplementation on cognitive functions, electrocortical activity and
neurogenesis in a non-human primate, the grey mouse lemur (Microcebus murinus)...........cccccceecvveeeccvveeeennen 183
Daily Torpor and Sleep in a Non-human Primate, the Gray Mouse Lemur (Microcebus murinus)...................... 198

17



Préambule

Le vieillissement est un mécanisme complexe se définissant comme I'altération progressive
des cellules, des organes et des tissus, accompagnée de I'augmentation des risques de pathologies
pour mener au décés de I'individu. Ce processus est variable au sein d’une population. En effet, il existe
de fortes variabilités inter-individuelles qui s’expliquent par des causes génétiques et
environnementales, contribuant a la complexité du mécanisme'?. Les individus &gés sont
généralement touchés par un déclin des fonctions cognitives avec des atteintes plus ou moins
importantes selon les personnes. Chez 'Homme, certaines personnes agées présentent un déclin
cognitif tandis que pour d’autres individus, il n’y a aucune différence avec les sujets jeunes, et plus
rarement, ils montrent des performances supérieures aux jeunes®*, Dans la plupart des cas, une
diminution des performances a été observée dans les taches cognitives sollicitant les fonctions
exécutives (capacité a adopter et a maintenir un comportement pour atteindre un but précis), de
mémoire, d’attention ou encore les capacités visuo-spatiales, en comparaison avec des sujets plus
jeunes®. Certaines personnes vont ainsi avoir des difficultés dans I’exécution de taches verbales alors
que d’autres vont présenter des capacités visuo-spatiales diminuées®’. Au cours du vieillissement, les
personnes peuvent développer des troubles cognitifs légers ou "Mild Cognitive Impairment" (MCl),
avec une prévalence de 16 a 20%%°. Ces troubles sont considérés comme la phase précoce du déclin
cognitif précédant le stade de démence. La démence se caractérise par une détérioration progressive
et irréversible des fonctions cognitives affectant la mémoire et les capacités d’apprentissage, le
raisonnement, I'orientation, la compréhension ou encore le langage et s’"accompagne également d’une
altération du comportement social, de la motivation et du contrdle émotionnel®. Le vieillissement de
la population entraine I'augmentation du nombre de personnes touchées par les déclins cognitifs et la
démence. L'OMS estime ainsi qu’environ 50 millions de personnes sont atteintes de démence dans le
monde et prés de 10 millions de nouveaux cas apparaissent chaque année. Ce nombre devrait
atteindre les 82 millions de personnes touchées en 2030 et plus de 150 millions d’ici 2050. Parmi les
démences, la maladie d’Alzheimer est la plus fréquente, représentant 60-70% des cas, avec une
prévalence de 6 a8 10% chez les personnes de plus de 65 ans!. Par ailleurs, 'espérance de vie de
I'Homme est en constante augmentation grace aux améliorations des conditions de vie ainsi qu’aux
progres de la médecine et elle est étroitement associée a une hausse du risque de développement de
pathologies métaboliques et neurodégénératives??. L’étude du vieillissement est ainsi importante afin
de comprendre les mécanismes entrainant la dégradation des différentes fonctions et comment la

prévenir ou la ralentir.
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Les fonctions cognitives sont altérées au cours du vieillissement mais le cerveau est sujet a
d’autres modifications avec I'dge. En effet, de nombreux changements structurels se produisent au
niveau du systeme nerveux central. Il a été largement établi que le volume cérébral diminuait avec
|’age avec une perte d’environ 5% par décennie a partir de I’dge de 40 ans, phénomeéne qui s’accéléere
a partir de I'age de 70 ans. Cette diminution du volume cérébral se retrouve uniformément au niveau
de la substance blanche (zone contenant les axones des cellules nerveuses) tandis que dans la
substance grise (zone comprenant les corps cellulaires et les dendrites des neurones ainsi que les
cellules gliales), I'atrophie touche plus particulierement certaines régions. Par exemple, le volume du
cortex préfrontal tend a diminuer de maniéere précoce et cette atrophie est de plus en plus importante
avec |'age tandis que les cortices temporal et occipital sont des structures cérébrales moins sensibles
au vieillissement, subissant une diminution de la substance grise que de maniére tardive®®,
Cependant au sein du lobe temporal, I'hippocampe qui est une zone impliquée dans les processus de
mémoire et d’apprentissage présente une atteinte différente a I'intérieur de sa structure. Sa partie
antérieure est conservée au cours du vieillissement alors que sa partie postérieure et le
parahippocampe vont subir une diminution de la substance grise’®?°. Ces exemples de modifications
se manifestent notamment par des difficultés d’adaptation et particulierement par une diminution des
capacités mnésiques?. L’altération des substances grise et blanche serait, en partie, causée par la
diminution du nombre et de la taille des neurones corticaux avec une diminution de I'arborisation
dendritique et une perte d’efficacité des contacts synaptiques?*2%, Cependant, le systéme nerveux
central serait capable de compenser cette perte neuronale en stimulant la plasticité cérébrale
(réorganisation des réseaux neuronaux existants, création de nouvelles connexions synaptiques,
production de nouveaux neurones...). L'intensité des changements liés a I'age est trés variable et
dépend de nombreux facteurs endogéenes et exogenes.

Il est nécessaire de comprendre les mécanismes menant a I'observation d’un déclin cognitif au
cours du vieillissement et d’identifier des stratégies capables de préserver ou limiter les altérations
cérébrales. Le mode de vie est considéré comme un moyen non-pharmaceutique permettant d’induire
des effets bénéfiques sur la santé et pourrait avoir un impact positif sur le vieillissement cérébral des
individus. La recherche actuelle s’intéresse a identifier les facteurs environnementaux et
comportementaux susceptibles d’agir sur les altérations cérébrales se développant avec I'dge?>2°,
Parmi ces facteurs, I'alimentation et l'activité physique sont particulierement étudiés afin de
comprendre comment ils pourraient affecter le déclin des fonctions cognitives et la diminution de la
plasticité cérébrale. Cependant, peu d’études s’intéressent a I'impact d’une combinaison de plusieurs
facteurs environnementaux sur le cerveau et comment elle pourrait influencer le vieillissement des

individus.
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Ce travail de thése tente de s’inscrire dans une dynamique de réflexion autour de I'impact d’un
changement multifactoriel sur le vieillissement cérébral d'un primate non-humain, le microcebe. Si les
effets des facteurs environnementaux sont généralement étudiés chez les individus agés, quelles
conséquences a long-terme auraient des programmes d’interventions chez des individus plus jeunes ?
En effet, débuter ces modifications environnementales dés I'age adulte permettrait d’induire des
bénéfices immeédiats et, plus tard, d’agir ainsi sur le vieillissement.

Afin de tenter de répondre a ces différents points, nous avons divisé ce travail en deux axes
principaux. La premiere partie cherchera a caractériser les modifications cérébrales observées chez le
microcebe au cours du vieillissement. Nous nous intéresserons plus particulierement au déficit cognitif
et au déclin plasticité cérébrale qui sera illustré dans ce travail par le processus de neurogenese. La
seconde partie s’intéressera a étudier I'impact des facteurs environnementaux sur ces mémes
parametres, a I'dge adulte. Nous y présenterons tout d’abord les changements induits par une
supplémentation a long-terme d’acides gras polyinsaturés n-3 sur les capacités d’apprentissage et de
mémoire ainsi que sur la neurogenése. Ensuite, nous étudierons si I'association d’une restriction
calorique et d’activité physique permettrait d’observer des effets synergiques et/ou additifs sur les
fonctions cognitives et la plasticité cérébrale. Les effets de ces facteurs environnementaux constituent

une premiére étape avant d’étudier leur impact dans le contexte du vieillissement.
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Cerveau et vieillissement

A. Fonctions cognitives

1. Les différents types de fonctions cognitives

Les fonctions cognitives désignent I'ensemble des mécanismes permettant I'acquisition,
I'usage, le maintien des connaissances et la récupération des informations. La cognition correspond
aux fonctions qui se distinguent par les caractéristiques des informations a traiter (orientation spatiale,
langage) et le type de traitement nécessaire (attention, mémoire). La cognition regroupe plusieurs
fonctions interconnectées telles que I'attention, la motricité, la perception, I'orientation, le langage,

les fonctions exécutives ainsi que la mémoire.

L'apprentissage correspond aux processus permettant d’acquérir de nouvelles informations et
connaissances en induisant des modifications durables du comportement par la création d’'un schéma
neural®®. La mémoire est I'ensemble des mécanismes neurologiques permettant d’acquérir, de stocker
et de rappeler des informations>!. Les études sur la mémoire ont permis de caractériser et différencier
les différents types de processus cognitifs3>33, Il a été ainsi déterminé qu’il existe plusieurs systémes
mnésiques divisés en deux grandes classes : la mémoire a court-terme, aussi appelée mémoire de
travail, et la mémoire a long-terme comprenant les mémoires déclaratives et non déclaratives31:323*
(Figure 1). Enfin, les fonctions exécutives regroupent les processus cognitifs tels que I'inhibition
(capacité a éliminer les stimuli non pertinents pour la réalisation d’une tache), la stratégie, la prise de
décision, la planification, le raisonnement ainsi que la résolution des problemes et permettent
I’adaptation de notre comportement en fonction des exigences de I’environnement®. Les fonctions
exécutives nécessitent une flexibilité mentale (capacité de changement d’une tache cognitive a une
autre), une planification (mise en place d’une stratégie adaptée a la situation) ainsi que le contrdle et
la régulation de I'action. Cette derniere étape implique la mémoire de travail en permettant la mise a
jour des connaissances par I'ajout d’informations plus récentes et pertinentes dans un contexte donné,

mais également des processus d’inhibition (suppression des taches qui perturberait la réalisation de

I'objectif souhaité).
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Mémoire sémantique
Mémoire des mots, idées, concepts

(modification continue)
- Mémoire déclarative . .f
Mémoire a court-terme . .
Mémoire explicite
Mémoire de travail A
(quelques secondes 3 quelques Mémoire épisodique
minutes) Souvenirs personnels
g )
Mémoire a long-terme Mémoire procédurale

— Compétences motrices et exécutives

(quelques minutes a plusieurs années) automatisées pour effectuer une tiche

© Effets d'amorgage

Modification ou amélioration de la
performance suite  'exposition

Mé . décl ti \_ préalable d’'une information
emoire non-declarative

Mémoire implicite

-

Réflexes conditionnés
Réflexe acquis en réponse 3
I'association de deux stimuli

Apprentissage non-associatif
Habituation et Sensibilisation

>y

Figure 1 : Schéma présentant le systéme mnésique°.

Le cerveau regoit en continu des informations provenant de nos systémes sensoriels. Une
petite partie de ces informations restent a I'esprit permettant des adaptations comportementales et
la réalisation de certaines taches. Par exemple, cette mémoire a court-terme nous permet de nous
rappeler d’un numéro de téléphone qui nous est dicté et que nous composons sur le clavier. La
mémoire de travail constitue ce systeme de traitement et de manipulation a court-terme de
I'information. Elle permet ainsi de retenir de maniére active une quantité d’information limitée
pendant une courte période avant que celle-ci soit effacée ou envoyée a la mémoire 3 long-terme®’.
La mémoire a court-terme est utilisée par exemple dans les mécanismes de prise de décision ou de
jugement et est nécessaire dans des processus complexes comme la compréhension, le raisonnement

3839 D’aprés Baddeley?’, la mémoire de travail est un modéle constitué de 3

et I'apprentissage
composantes : un administrateur central (répartition des ressources attentionnelles pendant les
taches cognitives), une boucle phonologique (stockage des informations de nature verbale) et le
calepin visuo-spatial (stockage des informations de nature visuelle et spatiale). La boucle phonologique
et le calepin visuo-spatial aident I'administrateur central a diminuer sa charge au niveau du traitement
de I'information. La mémoire de travail est nécessaire pour effectuer certaines taches cognitives. En

effet, elle permet de réaliser une tache correctement en étant capable d’intégrer de nouvelles

informations si besoin3®'.
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La mémoire a long-terme permet le stockage de la mémoire a court-terme et la récupération
d’informations31323641, Cette mémoire est conservée sur des périodes allant de quelques minutes a
plusieurs années. Elle est constituée de trois étapes : 'encodage (mémorisation de I'information), le
stockage (enregistrement de I'information et création d’une trace mnésique) et la récupération (acces
a la trace mnésique encodée). La mémoire a long-terme est composée de la mémoire déclarative
(mémoire explicite) et de la mémoire non-déclarative (mémoire implicite)332. La premiére est une
mémoire tres flexible et correspond au rappel conscient et volontaire d’informations s’exprimant par
le langage. La mémoire déclarative regroupe la mémoire épisodique et la mémoire sémantique. La
mémoire épisodique correspond aux souvenirs personnels d’'un événement particulier dans un
contexte spatio-temporel déterminé. Ces souvenirs sont en lien avec un certain contexte émotionnel*?.
La mémoire sémantique correspond au stockage des connaissances générales (faits, concepts,
croyances) qu’un individu possede sur le monde. Ces informations sont dissociées de toute référence
personnelle (contexte d’apprentissage, souvenir émotionnel)3®. Ces deux mémoire explicites ne sont
pas isolées*® mais elles interagissent I'une avec I'autre®. En effet, chacune de ces deux mémoires
facilite I'acquisition et la récupération d’informations de I'autre type de mémoire**. Au contraire de la
mémoire explicite, la mémoire implicite n’implique pas I’accés conscient aux connaissances et permet
d’effectuer des actions de fagon routiniére en induisant une amélioration continue des performances
en fonction des expériences passées et de I'environnement (savoir-faire, réflexes,
conditionnements...)%. Elle est composée de la mémoire procédurale ainsi que des effets d’amorcage,
des conditionnements émotionnels et des réflexes conditionnés. La mémoire procédurale permet
|"apprentissage des compétences motrices et exécutives nécessaires a I'exécution d’une tache. Ces
compétences sont ainsi acquises par la répétition de la tache et deviennent des automatismes (faire
du vélo, nager...). Les effets d’amorcage correspondent a la modification ou I'amélioration dans la
performance de la tiche due a I'exposition préalable d’une information sans en étre conscient®®*, Elle
se traduit généralement par une augmentation de la précision ou de la vitesse de prise de décision.
Par exemple, le fait d’exposer une personne au mot "rouge" permettra d’induire une réponse plus
rapide lorsque I'on présente une carte montrant le mot "tomate" que pour celle n’ayant pas de rapport
tel que "ordinateur". Une réponse plus rapide est due a un lien mnésique plus étroit entre deux stimuli.
Les conditionnements émotionnels, aussi appelés des réflexes conditionnés, correspondent a une
mémoire associative se caractérisant par le stockage et la récupération d’informations associées a
d’autres informations***¢. Cette mémoire associative s’acquiert par conditionnement classique ou
opérant. En effet, une étude de Pavlov a montré que la présentation répétée d’un stimulus neutre
(stimulus n’induisant pas de réflexes sans apprentissage) avec un stimulus inconditionnel (stimulus
déclenchant un réflexe ou un comportement particulier) entrainait un réflexe ou comportement

lorsque le stimulus neutre était présenté seul?. Enfin, le quatriéme type de mémoire implicite est
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I'apprentissage non-associatif associé a deux processus: I'habituation et la sensibilisation®.
L’habituation correspond a la diminution progressive de réponse a un stimulus neutre lorsque celui-ci
est présenté de maniére répétée tandis que la sensibilisation consiste en une réponse augmentée a un
stimulus suite a I'exposition a un stimulus intense ou douloureux. Ces différentes études ont permis
de montrer que plusieurs systemes mnésiques cohabitent au sein du cerveau. Par ailleurs, des travaux
chez des patients amnésiques ont montré que certains points de I'apprentissage, la mémoire de travail
ou encore la mémoire déclarative peuvent subir des altérations importantes tandis que la mémoire
procédurale et d’autres points de I'apprentissage resteront intacts®®*°. En effet, les patients
amnésiques étaient capables d’acquérir de nouvelles compétences et informations mais n’arrivaient
pas a récupérer les informations contextuelles durant lesquelles ces informations ont été acquises.
Ainsi, ces différents systemes d’apprentissage et de mémoire doivent répondre a des structures

cérébrales distinctes.

2. Fonctions cognitives et vieillissement

Les mémoires a court-terme et a long-terme sont médiés par des réseaux neuronaux distincts
mais interconnectés (Figure 2). Concernant la mémoire a court-terme, la mémoire de travail est en lien
avec les aires corticales frontales et postérieures associées a des structures sous-corticales comme
I’hippocampe®®°!, Les zones cérébrales intervenant dans la mémoire épisodique sont les cortex
sensoriels, le lobe temporal médian dont I'hippocampe et le lobe frontal avec un réle du cortex
préfrontal dans 'encodage et la récupération des informations**°2->4, Par ailleurs, la formation de la
mémoire épisodique est souvent en lien avec un contexte émotionnel particulier permettant de
montrer qu’il existe une interaction entre I’hippocampe et I'amygdale®®. Au contraire de la mémoire
épisodique, les lobes pariétaux et temporaux ainsi que le cortex préfrontal semblent déterminants
pour la mémoire sémantique®>°%, La mémoire procédurale implique les ganglions de la base, le systéme
limbique, le cervelet et le cortex moteur primaire®*’. Les effets d’amorcage activent les régions
néocorticales dont le cortex préfrontal®®. Le cervelet et 'amygdale jouent un réle dans les réflexes
conditionnés tandis que I'apprentissage non-associatif est en lien avec les voies réflexes®>®. Les
différentes classifications de ces mémoires ont permis de mettre en évidence le role essentiel de
I’hippocampe dans la mémoire a long-terme®! et du cortex préfrontal dans la mémoire de travail.
Cependant, I'existence de relations structurelles et fonctionnelles a été mise en évidence entre ces
deux zones®?, démontrant le rdle important de la voie hippocampo-préfrontale dans la mémoire de

travail®364,
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Figure 2 : Représentation des différentes régions cérébrales chez ’Homme

Au cours du vieillissement, les fonctions cognitives dépendants du lobe frontal déclinent de
maniére continue®. En effet, il y a une altération précoce de la mémoire de travail qui est
principalement supporté par le cortex préfrontal, particulierement chez les primates®”, Ce déclin de
la mémoire 3 court-terme est di & une diminution du traitement de I'information avec I'dge®. Avec
I’age, la mémoire a long-terme est détériorée principalement au niveau des processus de récupération
des informations®”. La mémoire déclarative ne semble pas étre touchée chez 'Homme 4gé mais est
altérée au cours du vieillissement pathologique, due a la dégénération temporo-médiale®. La mémoire
sémantique n’est pas affectée avec I'age et certains individus agés présentent de meilleures
performances par rapport aux sujets jeunes®. Cependant, la mémoire épisodique est sensible au
vieillissement et elle est particulierement perturbée dans les pathologies neurodégénératives telles
que la maladie d’Alzheimer>*. Concernant la mémoire non-déclarative, certaines études ne montrent
pas de différence dans la mémoire procédurale au cours du vieillissement®®® tandis que d’autres ont
observé un déclin de cette fonction mnésique’. En comparaison avec les individus jeunes, les
personnes agées présentent une diminution des réflexes conditionnés’. Le vieillissement induit
également une altération des réponses lors d’une tache d’apprentissage non-associatif chez I'Homme
et les rongeurs’?”3, Enfin, les effets d’amorcage restent stables avec I'4ge®®. Le développement de
plusieurs techniques d’imagerie telles que la Tomographie par Emission de Positons (TEP) ou I'lmagerie
par Résonnance Magnétique (IRM) ont permis de montrer qu’il y avait une diminution de I'épaisseur
corticale au cours du vieillissement. En effet, des mesures par IRM ont montré une diminution du
volume cérébrale avec I’d4ge au niveau du cortex préfrontal”’®, de I’hippocampe et du cortex
entorhinal'®’%”7 durant le vieillissement normal et pathologique. Plusieurs études ont montré que
I"atrophie de I'hippocampe ou du cortex préfrontal était associée a un déclin cognitif au niveau des
mémoires épisodique et de travail, de la vitesse de traitement des informations et des fonctions

exécutives®®7881 Cependant, le lien entre le déclin de la mémoire de travail et la diminution de la
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vitesse de traitement avec la réduction du volume des aires frontales et préfrontales durant le
vieillissement cognitif normal est toujours débattu®>®2. Les altérations des structures cérébrales avec
I’age ne sont pas forcément corrélées avec un déficit des fonctions cognitives. Le cerveau pour faire
face a ces changements peut mettre en place des mécanismes pour s’adapter et réduire les effets

négatifs du vieillissement?3.

B. Activité cérébrale

1. Définition de I'activité cérébrale

Nous avons pu voir dans la partie précédente que les fonctions cognitives font intervenir
différentes régions cérébrales. Le cortex cérébral est constitué d’'un grand nombre de neurones qui
communiqguent entre elles via des signaux électriques. Les membranes de ces cellules sont composées
d’une bicouche lipidique contenant de canaux et pores qui permettent de maintenir I’équilibre ionique
de la cellule (potentiel de repos : -70 mV chez I’'Homme) par des échanges permanents d’ions, via la
pompe Na+/K+-ATPase. En effet, au repos, la membrane d’une cellule nerveuse posséde une
polarisation électrique se traduisant par I'existence d’une différence de potentiel permanente entre
I'intérieur (concentration importante d’ions potassiques K+) et I'extérieur (concentration importante
d’ions sodiques Na+). Lors d’une stimulation, le potentiel de la cellule se modifie par I'inversion
transitoire de la polarisation entre les deux cOtés de la membrane permettant la propagation d’un
signal nerveux (potentiel d’action) le long de la fibre nerveuse. Cette dépolarisation de la membrane
se traduit par I'ouverture de canaux Na+ permettant I'entrée des ions Na+ a I'intérieur de la cellule. Si
la dépolarisation dépasse le seuil d’excitation (= -50 mV), un potentiel d’action est induit et est transmis
le long de I'axone. Les canaux Na+ vont se fermer aprées le passage du signal et la repolarisation de la
membrane se produit par I'ouverture des canaux K+ permettant le passage des ions K+ vers I'extérieur
de la cellule. Enfin, la pompe Na+/K+- ATPase va permettre de revenir a I'équilibre ionique par le
transfert actif (utilisation d’ATP) des ions Na+ vers |'extérieur de la cellule et des ions K+ vers l'intérieur
de la cellule. Cet influx nerveux est converti en message chimique (neurotransmetteurs) au niveau de

la synapse afin d’étre transmis a une autre cellule.

L’Electroencéphalographie (EEG) mesure ainsi I'activité électrique synchrone d’un grand
nombre de neurones pyramidaux situés dans les couches corticales Ill, V et VI avec une grande
précision temporelle (ms) a I'aide d’électrodes placés sur le cuir chevelu d’un individu. Les tracés

obtenus oscillent selon certains rythmes reflétant les fluctuations de I'état de vigilance du sujet. Ces
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oscillations dépendent notamment de l'activité des neurones thalamiques et des relations qu’ils
entretiennent avec le cortex. L'activité rythmique spontanée de ces neurones joue le role de
pacemaker et permet grace a leurs projections thalamocorticales d’entrainer un groupe de neurones
corticaux a osciller au méme rythme. Les signaux EEG enregistrés sont de faible amplitude et nécessite

d’étre amplifiés et filtrés afin de pouvoir déterminer les différences de rythmes.

2. Les différentes ondes cérébrales

Conservées chez les mammiferes, les oscillations cérébrales sont réparties en bandes de
fréquences (delta, théta, alpha, béta et gamma) et sont corrélées avec des états comportementaux
spécifiques (sommeil, éveil, tache cognitive, coma...).

Les ondes delta (8), comprises entre 0 et 4 Hz, sont principalement présentes lors du sommeil
profond chez I'adulte et durant des processus anormaux tels que les lésions cérébrales et le coma.
Elles sont également dominantes chez I'enfant en bas dge (moins d’un an). Ces rythmes sont impliqués
dans notre capacité de conscience du monde qui nous entoure. Par ailleurs, quelques études ont émis
I’hypothése que les ondes delta pourraient jouer un role lors de processus cognitifs en inhibant
I'activité neuronale non pertinente pour I'exécution de la tache ou en étant en lien avec les
mécanismes de motivation®. Par exemple, les ondes delta dans les régions frontales sont associées a
la plasticité corticale chez les sujets éveillés. Elles se manifestent principalement dans les aires
corticales.

Les ondes théta (8), comprises entre 4 et 8 Hz, sont impliquées dans de plusieurs aspects des
processus cognitifs et comportementaux en lien avec I'activité limbique (celle de la mémoire et des
émotions). L'activité 6 est augmentée pendant les comportements dépendant de I’hippocampe,
permet de moduler la plasticité synaptique et coordonne les réseaux neuronaux®. Ces oscillations ont
été associées a la mémoire de travail, au renforcement mnésique et aux processus d’organisation
temporelle de la mémoire®®. Cependant, chez 'adulte éveillé n’effectuant pas de tache cognitive, une
activité élevée de ces ondes est considérée comme anormale en lien avec différents troubles cérébraux
(dépression, dyslexie)®’. Les ondes théta peuvent étre localisées dans plusieurs régions cérébrales
corticales et plus profondes.

Les ondes alpha (a), comprises entre 8 et 12 Hz, sont les rythmes les plus fréquent dans I'EEG
adulte. L'activité des ondes a est enregistrée principalement dans les régions occipitales et est associée
a un état de relaxation (le sujet a les yeux fermés)®. Ces ondes joueraient ainsi un réle dans les
processus d’inhibition mais plusieurs études ont démontré que I'activité a était également impliqué

dans le traitement de I'information8°. Les rdles d’inhibition et de synchronisation de ces ondes

27



seraient en lien étroit avec les fonctions de I'attention qui permettent la récupération des informations
a long-terme. Les ondes alpha impliquent différentes zones cérébrales.

Les ondes béta (B), comprises entre 12 et 30 Hz sont produites lorsque le cerveau est en pleine
activité et en état d’alerte. Le rythme B est impliqué dans les processus nécessitant le jugement, la
prise de décision, la résolution de problémes ainsi que le traitement des informations®°2, || a été
montré que la puissance des ondes B était augmentée dans les régions occipitales pendant les taches
de discrimination visuelle et d’attention visuelle?”. Ces oscillations sont principalement présentes au
niveau des lobes temporaux, occipitaux et frontaux.

Les ondes gamma (y), supérieures a 30 Hz, sont des oscillations rapides présentes lors de la
perception consciente. L’activité y est impliquée dans I'attention, la maintenance des informations de
la mémoire de travail et les processus de mémoire a long-terme®”°3%4, Ces oscillations sont localisées
sur 'ensemble du cerveau et permettent le traitement simultané des informations provenant de

différentes sources.

3. Activité cérébrale et vieillissement

Le vieillissement est associé a une modification des ondes cérébrales. En effet, avec I'age, les
ondes béta et gamma sont augmentées tandis que les ondes théta et sigma (12 — 14 Hz) sont
diminués®™®, Plusieurs études ont montré que la hausse des ondes delta, théta et alpha étaient
indicatives de déficits cognitifs au cours du vieillissement®2°, En effet, chez les individus jeunes, une
bonne performance cognitive lors d’un test de tri de cartes (Wisconsin card sorting test) était en lien
avec une augmentation des ondes théta et alpha tandis que chez les sujets agés, il a été observé une
corrélation entre diminution des ondes alpha et mauvaise performance cognitive'®. De plus, un ratio
élevé théta/gamma au niveau du cortex préfrontal humain était significativement associé a un déficit
de la mémoire®. Cependant, Reuter-Lorenz et Park'®! ont démontré que les individus 4gés activaient
des zones cérébrales supplémentaires dans des régions non recrutées chez les sujets jeunes pour
effectuer certaines taches cognitives. Cette augmentation de I'activité permettrait de compenser les
altérations cérébrales grace a des processus de neuroplasticité!®, La plasticité de I'activité cérébrale
optimiserait les performances cognitives en utilisant d’autres réseaux neuronaux afin de diminuer les
effets du vieillissement®%1%3, Les deux hémisphéres seraient activés chez les personnes agées tandis
gue seulement un hémisphere ne serait utilisé chez les sujets jeunes. Cette suractivation serait
corrélée a la difficulté de la tAche cognitive mais cette hausse de I'activité ne serait que temporairel®,

Au bout d’'un moment, les mécanismes de compensation ne seraient plus capables de maintenir des
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fonctions cognitives optimales. Des études EEG ont montré que les personnes atteintes de la maladie
d’Alzheimer présentaient une suractivation de certaines zones avec une hausse de la puissance des
ondes delta et théta et une diminution de la puissance des ondes alpha et béta par rapport aux
personnes Aagées en bonne santé®1%  Les premiéres altérations des ondes EEG seraient
I"augmentation de I'activité théta et une réduction des ondes béta suivies d’'une diminution de
I'activité alpha®1%51%  Au fur et & mesure que la pathologie se développe, les ondes delta augmente
puis dans les stades de démence sévere, les ondes delta et alpha continuent respectivement
d’augmenter et de diminuer. Ces différentes études permettent de montrer que des mécanismes de
compensation sont mis en place au cours du vieillissement afin de contrebalancer les effets négatifs
de I'age sur les fonctions cognitives. Cependant, ces systémes sont temporaires et ne permettent pas
de compenser les déficits cognitifs liés au vieillissement pathologique. L'utilisation d’EEG semble étre

une méthode efficace pour déterminer I'apparition de déficits cognitifs au cours du vieillissement.

C. Plasticité cérébrale

1. Mise en évidence de la plasticité cérébrale adulte

Avec I'age, le cerveau doit étre capable de s’adapter en modifiant ses réseaux afin d’atténuer
les effets du vieillissement et de maintenir les fonctions cognitives le plus longtemps possible. La
plasticité cérébrale est ainsi la capacité intrinseque du systéme nerveux central a modifier ses
structures corticales (anatomie et organisation) ainsi que ses fonctions existantes (processus
physiologiques) afin de répondre a des modifications environnementales, a un apprentissage ou a une

1077111 Jusque dans les années 1960, le cerveau adulte était considéré comme une structure

blessure
figée, incapable de produire de nouvelles cellules afin de se régénérer lors du vieillissement!!2, De nos
jours, il est clairement établi que la plasticité cérébrale diminue aprés la période de développement

113 A I’age adulte, le systéme nerveux central est capable de

mais perdure tout de méme a I’adge adulte
se modifier en créant de nouveaux neurones, en mettant en place de nouvelles connexions ou encore
en réorganisant ses réseaux!'*17, Cette plasticité cérébrale est possible grace a différents mécanismes
tels que la synaptogenése (formation des synapses) et la neurogenése (formation de neurones). Ce
dernier mécanisme désigne I'ensemble des processus qui, a partir d’'une cellule souche neurale (CSN)
permet la formation de cellules capables de se différencier en neurones et d’intégrer des réseaux

neuronaux préexistants!®®1°, En 1965, Altman et Das'!* ont montré pour la premiére fois, la

persistance de ce phénomene au niveau de I'hippocampe chez des rats d’ages variables. Cependant,
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bien que d’autres études avaient également montré la présence de nouvelles cellules présentant des
caractéristiques neuronales telles que la capacité de former des synapses et des dendrites, il était
difficile d’affirmer, avec les techniques de I'époque, que de nouveaux neurones avaient été formés et
non des cellules astrocytaires. L'utilisation d’un analogue de la thymidine, la 5-Bromo-2’-deoxyUridine
(BrdU), s’incorporant de maniere spécifique dans I’ADN des cellules en division, associé a des
marqueurs neuronaux tels que la doublecortine (DCX : marqueur de migration neuronale) ou encore
NeuN (marqueur de maturité neuronale), a permis de distinguer avec certitude les nouveaux neurones
des autres cellules neurales'?°. Depuis, il est maintenant fermement établi que la neurogenése adulte

est un processus conservé au cours de I'évolution. En effet, ce mécanisme est retrouvé chez de

122 118,123 124 125

nombreuses espéces? comme les crustacés!?, les oiseaux , les reptiles***, les poissons'®, les

126 gy encore chez les primates!?~132, Chez ’'Homme, I'existence de la neurogenése adulte est

rongeurs
un sujet de débat depuis son observation en 1998 par I'équipe d’Eriksson33-142, En effet, en 2018, une
étude a montré gu’il n’y avait plus de production de nouveaux neurones dés la fin de I'adolescence®!
tandis gu’une autre montrait la persistance de la neurogenése au cours de la vie'®, Les résultats
contradictoires peuvent s’expliquer par des différences méthodologiques concernant la détection et
la quantification des nouveaux neurones. Le prélevement des tissus cérébraux utilisés différe entre ces
deux études. Sorrells et al.*** ont récupéré les échantillons de cerveaux plus tardivement (moins de
48h aprés la mort des individus) que pour I'étude de Boldrini et al. (entre 4 et 26h aprés la mort des
sujets)'*? . Par conséquent, de nombreux marqueurs comme la doublecortine (DCX) subissent une
dégradation rapide apres la mort, empéchant ainsi leur possible détection. D’autres différences dans
ces deux études telles que les antécédents médicaux des sujets (sujets sains uniquement pour I'étude
de Boldrini et al.) ou encore la taille de la zone étudiée (Boldrini et al. ont entierement étudié
I’'hippocampe au contraire de l'autre étude). Enfin, une étude publiée en 2019 a démontré la
persistance du processus de neurogenese adulte au niveau de I'hippocampe chez I'Homme au cours

du vieillissement normal et une diminution de ce processus dans le cas de la maladie d’Alzheimer!®,

2. Caractéristiques et localisation du processus de neurogenése

Le cerveau adulte posséde des CSN qui ont une capacité de prolifération illimitée et d’auto-
renouvellement, permettant de générer les trois grands types cellulaires du systéme nerveux central :

les neurones, les astrocytes et les oligodendrocytes'*>*® (Figure 3). Le processus de neurogenése se
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déroule au sein de niches neurogéniques qui sont des microenvironnements permettant la régulation

des activités d’auto-renouvellement et de différenciation des CSN*4.

Astrocyte
Différenciation vt

Cellule progénitrice gliale

Auto-renouvellement

m Oligodendrocyte

Différenciation

Cellule souche neurale

Différenciation

. .
> “

Cellule progénitrice neuronale Neurone

Figure 3 : Cellules souches neurales dans le cerveau adulte des mammiferes. Les cellules souches neurales (CSN)
sont des cellules multipotentes s’auto-renouvelant qui permettent de générer deux types de cellules
progénitrices : gliale et neuronale. Ces deux lignées de cellules progénitrices vont se différencier pour la premiere
en astrocytes ou en oligodendrocytes et pour la seconde en neurones.

Chez les mammiferes, la neurogenése adulte est principalement confinée dans deux zones
cérébrales : la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux (ZSV)* et la zone sous-granulaire du
gyrus denté de I’hippocampe?®®1%¢ (Figure 4). Les CSN sont maintenues la plupart du temps dans un
état de quiescence*1#7148  Ces cellules sont activées par des signaux intrinséques induisant la
prolifération puis la différenciation cellulaire. Les nouveaux neurones vont devenir matures et
s’intégrer dans des circuits neuronaux préexistants®. Au niveau de la ZSV, les CSN vont donner
naissance a des cellules progénitrices qui vont proliférer et se différencier en neuroblastes. Ces
derniers vont ensuite migrer sous forme de chaine via le courant de migration rostral (CMR) vers les
bulbes olfactifs et vont se différencier en interneurones qui sont les neurones granulaires et les
neurones périglomérulaires'®>® 13, Par ailleurs, les CSN de la ZSV peuvent également donner naissance
a des cellules précurseurs d’oligodendodrocytes. Ces cellules vont, apres migration dans la substance
blanche au niveau du corps calleux, se différencier en oligodendrocytes matures myélinisés produisant
une gaine de myéline pour protéger les axones des neurones et ainsi permettre d’augmenter la vitesse

de linflux nerveux'®*. Concernant la zone du gyrus denté, les CSN vont se diviser de maniére
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asymétrique en cellules progénitrices qui vont proliférer puis se différencier en neuroblastes avant de
devenir des neurones matures. Ces nouvelles cellules vont ensuite migrer vers la couche granulaire
interne du gyrus denté et terminer leur différenciation en cellules granulaires'*>21%5, Chez 'adulte,
les neurones sont générés en continu. En effet, chez les rongeurs, environ 9000 neurones sont intégrés
chaque jour dans les réseaux du gyrus denté®® tandis que chez le macaque, seulement 1300 sont

insérés dans cette zone pour la méme période’®®

. Cependant, chez les rongeurs adultes, une
diminution de 30 a 70% du nombre de progéniteurs et de jeunes neurones a été observée sur une
période de trois mois®>”**8, Pour les nouveaux neurones, il existe deux périodes critiques : la premiére
dans les premiers jours suivant la naissance de la cellule et la seconde aprés 3-4 semaines!?®. Aprés ces
périodes critiques, la plupart de nouveaux neurones, produits a I'age adulte, survivent durant le reste
de la vie de I'animal. La maturation neuronale prend environ 2 mois chez les rongeurs®® tandis que
chez les primates, ce processus se déroule sur une période de 3 3 6 mois!®®!6!, Les neurones en cours
de maturation ont des propriétés physiologiques et morphologiques différentes de celles des neurones
matures'®?, En effet, pendant la premiére semaine aprés la naissance Espdsito et al.»®* ont montré que
chez des souris femelles C57BL/6, les neurones hippocampiques avaient des extrémités immatures et
étaient synaptiquement silencieux. Apres deux semaines de vie, des entrées synaptiques lentes
GABAergiques se sont formées quand les neurones présentaient des dendrites sans épines. Au bout
de 3-4 semaines, des entrées glutamatergiques et des réponses GABAergiques rapides ont été
détectées au niveau des neurones de I'hippocampe. Grace a ces propriétés, les neurones immatures
pourraient étre plus facilement recrutés au sein des réseaux impliqués dans les processus

25,164—

cognitifs 167 Les nouveaux neurones permettraient de supporter la mémoire. Ainsi, malgré que la

neurogenése adulte soit continue a I’age adulte, une faible proportion de nouveaux neurones survit et
est intégrée dans les circuits neuronaux préexistants au niveau du bulbe olfactif et de I'hippocampe.

Par ailleurs, ce processus de neuroplasticité a été décrit dans d’autres structures cérébrales telles que

168,169 170 1

I’hypothalamus , le striatum”® et la substance noire'’! chez les rongeurs mais aussi dans

I’'amygdale'’?, le cortex piriforme®’? ou encore le néocortex des primates!’>174,
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Figure 4 : lllustration d’une vue sagittale d’un cerveau de rongeur montrant les deux principales niches
neurogéniques : la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux (ZSV) et la zone sous-granulaire du gyrus
denté de I’hippocampe (GD). A : Localisation de la zone sous-ventriculaire des ventricules latéraux (ZSV, carré de
gauche) et de la zone sous-granulaire du gyrus denté de I'hippocampe (GD, carré de droite). B : Les cellules
souches neurales (CSN) de la ZSV vont donner naissance a des cellules progénitrices qui vont proliférer et se
différencier en neuroblastes migrant via le courant de migration rostral (CMR) jusqu’a se développer en neurones
granulaires et périglomérulaires au niveau du bulbe olfactif. C : Les CSN vont se diviser de maniere asymétrique
en cellules progénitrices qui vont proliférer puis se différencier en neuroblastes avant de devenir des neurones
matures en migrant vers la couche granulaire interne du GD et terminer leur différenciation en cellules granulaires
en projetant au niveau de la région CA3 de I’hippocampe.

Plusieurs études ont mis en évidence que les CSN sont localisées au sein d’un micro-
environnement, appelé aussi niche neurogénique, dont I'architecture et les facteurs de signalisation
permettent la survie des CSN et leur devenir cellulaire’> 8!, Au sein de la ZSV, les CSN (cellules de type
B) projettent un cil primaire traversant la couche de cellules épendymales (couche cellulaire séparant
la cavité ventriculaire de la ZSV) pour atteindre les vaisseaux sanguins et permettent le contact avec
des facteurs spécifiques®®. Les cellules de type B donnent naissance a des cellules progénitrices
neurales (cellules de type C) qui possédent un taux de prolifération plus élevé que les CSN*8, Ensuite,

les cellules de type C se divisent plusieurs fois avant de devenir des neuroblastes (cellules de type A)8*.
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Ces neuroblastes migrent ensuite vers le bulbe olfactif, le long du CMR, pour finir par se différencier
en interneurones®®® 13, Au niveau du gyrus denté, les CSN ressemblent a des cellules gliales (cellules
de type 1) et sont situées entre la zone sous-granulaire et celle de la hile®, Les cellules de type 1 vont

185

donner naissance a des cellules progénitrices intermédiaires™® qui vont générer des neuroblastes

aprés prolifération’®®,

Ces neuroblastes vont migrer le long de la zone sous-granulaire en se
différenciant en neurones matures dans la couche granulaire®. Cette activité neurogénique est
possible grace au micro-environnement composé également de cellules gliales immatures, des cellules
permettant la modulation et le maintien de la niche (astrocytes parenchymateux, cellules
endothéliales, microgliales et épendymales)’®'’7, Cet environnement est situé a proximité des
vaisseaux favorisant le passage de signaux tels que des facteurs trophiques, des neurotransmetteurs,
des hormones, des facteurs de transcription ou encore des nutriments vers les CSNY&179, Ces

différents facteurs et molécules jouent des roles essentiels dans la stimulation de la prolifération et la

différentiation des CSN78:180,

3. Neurogeneése et vieillissement

Toutefois, la neurogenése est affectée par le vieillissement ce qui s’expliquerait par une
réduction continue de la production de cellules dans les deux principales niches neurogéniques*®18’~
190 Avec I'dge, il est observé une diminution du nombre de CSN causée par une augmentation de
I"apoptose. Les CSN perdent également leur capacité a proliférer et a se différencier en cellules
progénitrices neurales en entrant dans un état de quiescence (état de non-division cellulaire en dehors
du cycle cellulaire)!?61917193 En effet, chez des souris C57BL/6 agées, des taux élevés de Transforming
Growth Factor B (TGFB, un facteur de croissance contrélant la prolifération, la différenciation cellulaire
et d’autres fonctions cellulaires) ont été observés, ce qui se traduisait par la quiescence des cellules
souches, une augmentation de leur possibilité d’apoptose ainsi qu’une réduction du nombre de
nouveaux neurones'®. De plus, lors du vieillissement hippocampique, les CSN sont redistribuées
passant des pools actifs a des pools quiescents entrainant une diminution de la production de
nouveaux neurones dans I’hippocampe’®. Une diminution de la prolifération des CSN induisant une

réduction de cellules progénitrices et de neurones matures a été démontrée dans I"hippocampe?®,

D’autres études ont montré que la taille de la population des CSN dans la ZSV était diminuée et que

195,196 / 191

cette réduction était associée avec un défaut de la fonction olfactive . Bouabeta ont mis en
évidence que durant le vieillissement les modifications de I'activité de la niche sous-ventriculaire

étaient corrélées avec une transition d’un état actif a quiescent des CSN. Par ailleurs, au cours du
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vieillissement, I'oligodendrogenése (production d’oligodendrocytes a partir des CSN) reste
relativement stable chez les rongeurs et les primates®’~%, Cependant, certaines régions cérébrales
présentent une augmentation du nombre d’oligodendrocytes avec I'dge ce qui refleterait un processus
de remyelination?°%2%, Ces différentes études permettent de montrer que la balance neurone-glie est

modifiée avec I’age (Figure 5).

CSN CSN
Différenciation /E)Jffe’rencmtm\
e ©
CPN CPN CcPO

Age de I'individu

Figure 5 : Evolution de la balance neurone-glie au cours du vieillissement. Le pool de cellules souches neurales
(CSN) et de cellules progénitrices neurales (CPN) diminue avec I’dge au contraire du pool de cellules précurseurs
d’oligodendrocytes (CPO) qui reste relativement constant.

4. Lien entre fonctions cognitives et neurogenése

La relation entre neurogenése et fonctions cognitives est soutenue par la diminution
concomitante avec I'age de la production de nouveaux neurones et des performances mnésiques
dépendantes de I’hippocampe. Un exemple chez les canaris (Serinus canaria) montre que la production
de nouveaux neurones est corrélée avec I'apprentissage du chant?®?. Zhang et al.?°® ont montré, chez
la souris adulte, que I'abolition de la neurogeneése, par la suppression génique du récepteur nucléaire
orphelin TLX (Tailless-related receptors) qui joue un réle dans la persistance et la prolifération des CSN

dans les régions neurogéniques, a provoqué des déficits de I'apprentissage spatial sans affecter
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d’autres fonctions cognitives. De plus, dans le gyrus denté de rats adultes, le nombre de nouveaux
neurones augmente en réponse a des taches d’apprentissage associatif dépendantes de
I'hippocampe?®®. Dans une étude de Dupret et al.?® Iablation spécifique des neurones
hippocampiques formés a I'age adulte chez la souris a entrainé une dégradation de certaines formes
complexes de mémoire spatiale sans modifier les autres types de mémoire. Chez la souris adulte, les
nouveaux neurones contribuent ainsi de maniére sélective aux réseaux fonctionnels de I’hippocampe,
permettant I"adaptation et le renforcement de la mémoire spatiale®*1¢’. Ce lien entre cognition et
production de neurones a été mis en évidence également chez les primates. Une étude chez le
macaque (Macaca fascicularis) a observé une réduction des performances d’apprentissage et de la
neurogenése chez les individus 4gés en comparaison avec les sujets plus jeunes?®. Si le cerveau se
répare difficilement lors des lésions et du vieillissement normal et pathologique, ses neurones

posseédent toutefois un pouvoir potentiel de multiplication. Il a été ainsi démontré que la neurogenése

persistait a I’age adulte, mais ce processus reste tres limité. Ce constat ameéne a s’intéresser au moyen

permettant d’améliorer la neuroplasticité a I’age adulte et au cours du vieillissement.

La stimulation de la neurogeneése est une stratégie thérapeutique qui permettrait de remplacer
les neurones lésés avec I'dge ou détruits par un traumatisme. Cette stimulation de la plasticité
neuronale peut étre induite par des facteurs intrinséques et extrinseques. Par exemple, il a été montré
gue chez des rats ayant subis une Iésion cérébrale a I’aide d’acide quinoléique qui est un métabolite
de la voie de production de NAD+ (nicotinamide adénine dinucléotide, coenzyme présente dans toutes
les cellules vivantes) par la conversion du tryptophane (acide aminé), la distribution de BDNF par un
adénovirus a permis de restaurer les capacités de prolifération des progéniteurs neuraux et de
favoriser la différenciation neuronale?”’. Les hormones peuvent également jouer un réle dans le
processus de neurogenése®208, En effet, les pics d’hormones ovariennes pendant le pro-oestrus des
rates est corrélé avec une augmentation de la prolifération neuronale au niveau du gyrus denté?®. De
plus, pendant les phases d’inactivité reproductive, une diminution des hormones testiculaires a été
associée a une réduction du processus de neurogenése chez des rongeurs?®, Le stress induit
également des modifications de la plasticité cérébrale. L'administration chronique de corticostérone
chez des rats adultes a entrainé une diminution de la prolifération cellulaire et de la densité des
neurones immatures dans I’hippocampe?t. Par ailleurs, I'activité physique, et plus particuliérement
I’exercice aérobique, augmente le nombre de nouveaux neurones hippocampiques tandis que
I’entrainement cognitif permet une hausse de la survie des nouveaux neurones?2, Une revue de Stang|
et al.** a montré combien la nutrition pouvait étre un facteur favorisant le processus de neurogenése.
En effet, il a été mis en évidence que la diminution quantitative ou I'amélioration qualitative (acides

gras polyinsaturés) des apports nutritionnels étaient associées a une augmentation de la survie des
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neurones hippocampiques chez les rongeurs. De plus, des déficits de nutriments essentiels (vitamines,
polyphénols...) ainsi que des excés quantitatifs et qualitatifs (alcool, acide rétinoique, acides gras
saturés) étaient en lien avec une diminution de la prolifération neuronale. Parmi les stratégies de
stimulation possibles, nous avons décidé de nous intéresser dans ce travail a I'alimentation et a

I"activité physique.

Ce qu'’il faut retenir

Le vieillissement est un processus complexe et trés variable se caractérisant notamment
par une altération progressive du cerveau et de ses fonctions. Les capacités d’apprentissage et de
mémoire sont plus ou moins sensibles a I’dge. En effet, la mémoire sémantique et les effets
d’amorcage ne présentent pas de modifications chez les individus dgés tandis que la mémoire de
travail et la mémoire épisodique sont touchées au cours du vieillissement normal et pathologique.
Cette diminution des fonctions cognitives n’est pas toujours corrélée avec une altération
structurelle. Des mécanismes de plasticité existent permettant une adaptation afin de limiter les
effets négatifs du vieillissement. Cette neuroplasticité diminue de maniére concomitante avec les

fonctions cognitives par I'intermédiaire d’une diminution de la capacité de prolifération et de

différenciation des cellules souches neurales et une augmentation de I'état de quiescence et du
processus d’apoptose de ces cellules. La neurogenese persiste a I’age adulte mais reste trés
limitée. Il serait intéressant de trouver des interventions qui pourraient stimuler ce processus afin

d’établir une stratégie thérapeutique permettant de réduire I'impact du vieillissement.
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Influence de I'alimentation et de I’activité physique sur le cerveau

L'augmentation de I'espérance de vie de la population a amené les chercheurs a s’intéresser
au processus de vieillissement et d’identifier des facteurs qui seraient susceptibles de maintenir ou
d’améliorer les parameétres cérébraux avec I'dge. En effet, les genes et le mode de vie de chaque
individu peuvent influencer le vieillissement, expliquant I'existence d’une grande variabilité dans la
population. Une étude chez des jumeaux a été montré que seulement 20% de la durée de vie moyenne
d’un individu était imputable aux génes tandis que le mode de vie l'influencait a 80%%'4?>, Dans le
monde, il existe 5 zones géographiques, appelées Blue Zones, qui se caractérisent par un taux de
centenaires supérieur au reste de la population : I'lle italienne de Sardaigne, plus précisément autour
de la province de Nuoro; I'lle d’Okinawa, Japon, principalement dans son extrémité nord; la région de
Loma Linda, Californie, qui abrite une grande communauté d’Adventistes; la péninsule de Nicoya au
Costa Rica; et I'lle grecque d’Ikaria, située dans la mer Egée, entre les fles de Mykonos et de Samos?¢
219 Au niveau de la péninsule de Nicoya et des iles de Sardaigne et d’lkaria, il y a respectivement 1/8,
1/5, 1/3 de la population qui a plus de 90 ans?'¥220, De plus, les centenaires représentent
respectivement 0,07%, 0,31% et 5% de la population a Okinawa, en Sardaigne et a Nicoya?'#?%. Ces
sous-populations humaines présentent un mode de vie commun : un apport calorique faible se
composant de beaucoup de fruits et de [égumes et une activité physique quotidienne. Par exemple, la
population japonaise d’Okinawa adhére au principe du "hara haci bu" qui consiste a manger jusqu’a
atteindre 80% de I'état de satiété?!®. Les habitants ont un régime riche en légumes et en soja associé
a un apport modéré de poissons et faible en viande, produits laitiers et en matiéres grasses
saturées??222 Ce régime alimentaire est similaire pour les autres populations des Blue Zones?18219.221~
223 parailleurs, les habitants des Blue Zones sont trés actifs. En effet, en Sardaigne, les bergers de cette
fle parcourent au moins 8 km quotidiennement et ils continuent de pratiquer une activité physique

méme lorsqu’ils sont Agés?'é,

A Okinawa, les centenaires s’adonnent a une activité physique
qguotidienne (jardinage, marche, arts martiaux et danse) qui est équivalente a celle observée chez des

sujets de 20 ans??*. Le mode de vie au sein des Blue Zones est associé & une diminution du risque de

225,226 226,227

développer des pathologies métaboliques et cardiaques , des cancers et de maladies
neurodégénératives??®. La santé et la longévité de ces populations semblent résulter d’'un ensemble
de facteurs environnementaux. Une alimentation restreinte et de meilleure qualité en augmentant par
exemple les apports en acides gras polyinsaturés n-3, associée a une activité physique réguliere

permettrait de réduire les effets du déclin des fonctions cérébrales au cours du vieillissement.
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A. Apports nutritionnels qualitatifs : les acides gras polyinsaturés n-3

1. Définition et action des acides gras

Parmi les nutriments ayant un effet potentiel sur le systéme nerveux central, une attention
particuliére est apportée aux lipides. En effet, le cerveau possede, aprés le tissu adipeux, la plus forte
concentration en lipides de I’organisme. Certains de ces lipides sont essentiels et permettent d’assurer
un développement cérébral optimal : les acides gras polyinsaturés (AGP1)?2%2%, Les AGPI se composent
d’une chaine carbonée avec un groupement méthyle (-CHs) d’un coté et de 'autre, un groupement
carboxyle (-COOH). Ces lipides sont classés en fonction de la longueur de leur chaine carbonée et leur
nombre d’insaturations (doubles liaisons). Ces lipides regroupent deux familles qui se distinguent par
la position de leur premiére insaturation: les AGPI n-6 et les AGPI n-3 (Figure 6). Fourni par
I"alimentation, I'acide eicopentaénoique (20:5 n-3, EPA), I'acide docosahexaénoique (22:6 n-3, DHA)
et I'acide arachidonique (20:4 n-6, AA) sont les AGPI a longue chaine les plus fréquents dans le tissu
nerveux et notamment dans les membranes cellulaires dont ils influencent les propriétés physico-
chimiques. Sachant que la fluidité membranaire dépend du nombre des insaturations des AGPI%?, Ia
teneur en ces AGPI entraine des modifications de la fonctionnalité des protéines membranaires
(canaux, récepteurs couplés aux protéines G...) En effet, plusieurs études ont ainsi montré qu’une
diminution en AGPI n-3 causée par une carence chez le rat, provoque un disfonctionnement du
transporteur GLUT1 permettant I’entrée du glucose dans le parenchyme cérébral?*2233, De plus, le DHA
permet de synthétiser la neuroprotectine D1 (NPD1) qui a un réle dans la neuroprotection et dans la
survie cellulaire. Ainsi, les AGPI permettent la régulation de génes participant aux processus de
neuritogenése (croissance neuronale) et de synaptogenése. En effet, une déficience en AGPI n-3
pendant 15 semaines, chez de jeunes rats, provoque une diminution de I'expression du géne Brain
Derived Neurotrophic Factor (BDNF, facteur de croissance) au niveau du cortex préfrontal tandis que

I'incubation d’astrocytes corticaux primaires de rats avec du DHA induit une augmentation du BDNF*4,
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Figure 6 : Voies de synthése des deux familles d’acides gras

polyinsaturés a longues chaines n-3 et n-6 (AGPI n-3 et AGPI
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2. AGPI et fonctions cognitives

Les effets des AGPI n-3 a I’échelle cellulaire induisent des effets fonctionnels, en particulier sur
la mémoire. Ainsi, une carence sévére en AGPI n-3 durant le développement, chez des rongeurs,
s’accompagne d’une hyperactivité locomotrice associée a une hyperdopaminergie striatale®>> mais
provoque également une diminution de la mémoire spatiale?*®%¥’. Au contraire, une supplémentation
en AGPI n-3 améliore les fonctions cognitives des animaux dans un test d’apprentissage spatial?®. De

plus, chez de jeunes rongeurs, la supplémentation diminue l'activité locomotrice spontanée en
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permettant une meilleure liaison de la dopamine avec le récepteur dopaminergique D27 et réduit
I’anxiété en agissant sur la fonction dopaminergique striatale?3%24°, Bjen que des études chez I'animal
suggérent un effet protecteur des AGPI n-3 sur le déclin cognitif?*+?4?, il est difficile de retrouver cet
impact chez 'Homme?**-2%7 (Tableau 1). En effet, Rangel-Huerta et Gil**® ont montré que les AGPI n-3
a longue chaine administrés durant la grossesse ou I'allaitement ne permettent pas d’observer des
modifications des capacités cognitives des enfants durant les phases avancées du développement. Une
étude de supplémentation en AGPI n-3 chez des écoliers en bonne santé a permis de montrer un effet
positif sur les performances scolaires et 'apprentissage?*. Un bon ratio AGPI n-6 : AGPI n-3 est associé
a une diminution du risque de dysfonctionnement cognitif et de démence chez 'Homme®%%1, Lors
d’une étude de supplémentation sur une période de 12 ans chez des patients hypertendus ou
dyslipidémiques, Beydoun et al.®>? ont montré que les patients avec des taux en AGPI n-3 plus élevés
étaient moins susceptibles de présenter un déclin cognitif au niveau de la fluidité verbale mais sans
modifier la mémoire retardée ou la vitesse psychomotrice. Chez des jeunes adultes en bonne santé ,
le DHA n’a pas eu le méme effet sur les hommes et les femmes?>3. En effet, les femmes ont présenté
une augmentation de leur mémoire épisodique tandis que les hommes montraient une amélioration
du temps de réaction de la mémoire de travail. Ces résultats pourraient étre expliqués par des
stratégies différentes de résolution cognitive entre les deux sexes®*. Par ailleurs, durant le
vieillissement, la diminution des taux cérébraux de DHA due a une déficience en AGPI n-3 est associée
au développement de déficits mnésiques qui peuvent étre corrigés par des supplémentations?*!,
Plourde et al.?*® ont démontré que le métabolisme du DHA était déséquilibré durant le vieillissement
et chez les individus portant I'alléle epsilon 4 de I'apoliprotéine E (Apo E4) sont les plus a risque de
développer la maladie d’Alzheimer. De plus, la supplémentation en DHA chez la souris porteuse de
I'allele ApoE4 a permis de prévenir le déclin cognitif?®®. Ces différentes études montrent les effets
bénéfiques des AGPI sur les fonctions cognitives mais restent, a I’heure actuelle, difficile a retrouver

chez ’'Homme.
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Caractéristiques des

Intervention

Durée

Effets sur les performances cognitives

participants d'intervention
Enfantsde 7a9 =155 . P .
Dalton et nfants de 7a 9 ans (n ) DHA = 0,89 g/semaine . Amélioration de la capacité d'apprentissage verbal
al.®’ ne consommant pas de (0,13 g/jour) 6 mois et de la mémoire
’ suppléments en AGPI n-3 !
Aucun effet sur les différents tests cognitifs y compris la
Enfants de 10 3 12 ans mémoire, la mémoire de travail, I'attention
. et le temps de réaction
Kennedy et (n=86) DHA : 0,4 g/jour ou 1,0 . . P .
258 . > 8 semaines Faible dose : performances plus rapides
al. Exclusion des enfants avec un g/jour , N .
taux &levé d'AGPI n-3 lors d'une tache de reconnaissance des mots
Forte dose : performances plus lentes
lors d'une tache de reconnaissance des mots
Enfants de 8 a 12 ans (n = 50)
. ayant une malnutrition : Amélioration de la vitesse de traitement,
Portillo- ¥ . 0,45 g/jour d'AGPI n-3 . . \ .
modérée , . des capacités visuo-perceptives, de I'attention
Reyes et X (0,18 g d'EPA+0,27 g 3 mois X .
], 259 Exclusion des enfants de DHA) et des fonctions exécutives
’ consommant Aucun effet sur la mémoire
des suppléments en AGPI n-3
Etudiants d'age moyen 20 ans 0,72 g d'EPA +0,48g . Pas d'effets sur I'apprentissage et la mémoire verbales
Karr et al.?*° ’ S 4 semaines . LD N !
(n=41) de DHA / jour : le contréle exécutif et 'inhibition
Temps de réaction lors d'une tache de mémoire épisodique
et de travail amélioré
Adultes agés de 18 a 45 . . .
ultes ages de 13.a 2>ans ) , (Hommes: temps de réaction de la mémoire de travail;
(n=190) 1,4 g/jour d'AGPI n-3 L
Stonehouse . , . Femmes: mémoire épisodique)
253 Exclusion des personnes (0,17gd'EPA+1,2¢g 6 mois - - S
etal. . Temps de réaction et attention améliorés chez les hommes
consommant du poisson plus de DHA) portant l'alléle APOE4
d'1,5 foi i P . .
+> 1015 par semaine Pas d'effets sur la précision de la mémoire de travail ou
la vitesse de traitement
Adult(is?geszs; :\feill:i?\:éalo ans Amélioration de la mémoire (mémoire a court-terme,
261 - L 1,3gdeDHA+0,45¢g . mémoire de travail, mémoire visuelle immédiate, rappel différé)
Lee et al. Exclusion des participants \ . 12 mois \ . o \ .
consommant d'EPA / jour Pas d'effet sur les fonctions exécutives et d'attention,
. la vitesse psychomotrice et les compétences visuo-spatiales
des suppléments en AGPI n-3 psy P P
Adultes agés de plus de 65 ans . . P )
(nu_ 302)gc0 nitir\’/:ment <ains 0,18gde DHA +0,26 g Pas d'effets sur la mémoire, les fonctions exécutives, I'attention
Van de Rest E_xclusion (gjes articipants d'EPA / jour ou 26 semaines et la vitesse sensorimotrice
et al.*® consomrrj‘nant P 0,85 g de DHA + 1,09 Attention augmentée chez les hommes
. d'EPA / jour Attention améliorée chez les personnes portant I'allele APOE4
des suppléments en AGPI n-3 /i P P
Amélioration des fonctions exécutives
. A L . 2,2 g / jour d'AGPI n-3 Pas d'effets sur la mémoire, la vitesse sensorimotrice et de
Witte et Adultes dgés de 50 a 75 ans g/ \ . , .
].263 (n=65) (1,32g d'EPA+0,88g 26 semaines I'attention
’ de DHA) Ceux qui présentaient I'indice AGPI n-3 le plus élevé ont montré
une amélioration de la mémoire
Adultes agés de plus de 55 ans s . , . . . P
(n = 485) se plaignant de perte Amélioration de I'apprentissage visuospatial, de la mémoire
Yurko- de mémoire épisodique, de la mémoire de reconnaissance verbale
Mauro et . - 0,9 g de DHA 24 semaines immédiate et différée
al, 26 Exclusion des participants

consommant des
suppléments en AGPI n-3

Pas d'impact sur la mémoire de travail
et les fonctions exécutives

Tableau 1 : Résultats de plusieurs études sur les AGPI n-3 et les fonctions cognitives chez ’Homme au cours de

la vie (adapté de Stonehouse?®®>)
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3. AGPI et plasticité cérébrale

Des changements dans I'apport en EPA, AA et DHA induisent des variations dans le processus

266 ot dans la transmission des messages nerveux®®’. Lors du développement

de plasticité cérébrale
prénatal, I'incorporation massive de DHA dans les membranes des cellules nerveuses coincide avec le
pic maximal de neurogenése, de neuritogenése et de synaptogenése?®2%° De plus, durant le
développement cérébral, la disponibilité en DHA est importante pour la neurogenése. Cette
neuroplasticité est altérée par une déficience en AGPI n-3 dans le cerveau embryonnaire de rats?”° Il a
été ainsi montré par He et al.?’! que I'augmentation de DHA chez de jeunes souris fat-1 (modéle
métabolisant des AGPI n-3 a partir des AGPI n-6), améliore la neurogenése hippocampique et est
associée a un meilleur apprentissage spatial au test du labyrinthe de Morris. De plus, une carence en
AGPI n-3 au cours de la gestation, chez des rongeurs, cause une diminution des cOnes de croissance
des neurites ainsi qu’un dysfonctionnement de la pompe Na*/K*-ATPase chez la descendance?’?. La
neurogenése chez les jeunes individus semble donc étre affectée par les AGPI n-3 et plusieurs études
suggerent également leur impact sur la production de nouvelles cellules a I’age adulte. Effectivement,
I’administration de DHA a des rats adultes entraine une augmentation significative du nombre de
nouveaux neurones dans I’hippocampe et favorise la différenciation des cellules souches neurales?”,
De plus, un supplément a court-terme en AGPI n-3 chez des homards adultes, se traduit par une
augmentation du nombre de neurones en division?’. Une étude de Gomez-Pinilla?’> a démontré que
les AGPI n-3 permettaient |'activation de voies métaboliques mitochondriales ce qui activerait la
production de BDNF et d’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor 1). Cette activation agirait sur les récepteurs
pré- et post-synaptiques qui induirait une cascade de réactions permettant de faciliter la transmission

synaptique, les fonctions cognitives, la croissance et la différenciation neuronale?’%%”’,

B. Apports nutritionnels quantitatifs : la restriction calorique

1. Définition et action de la restriction calorique

La quantité journaliére de nourriture influence la santé lors du vieillissement. Cette approche
de diminution de la quantité de I"apport alimentaire (caloriques, glucides, lipides et protéines) a été
testée pour la premiére fois en 1935278, McCay et al. ont ainsi réduit de 40% la ration alimentaire de
rats apres le sevrage et ont montré une hausse de la longévité des individus. Plusieurs autres études

par la suite ont mis en évidence chez différentes especes, de la levure aux mammiferes, un effet positif
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de la restriction calorique sur la longévité des individus?”. En effet, une restriction de 40% chez des
rats a permis d’augmenter la longévité maximale de prés de 50% par rapport a des animaux nourris ad
libitum?’8, La restriction calorique est associée a une réduction des pathologies liées a I’Age?” . Des
études menées chez le singes rhésus et le microcébe ont démontré que les individus soumis a une
restriction calorique de 30% avaient une longévité augmentée de 40-50%%%282, En particulier, les
microcebes soumis a une restriction de 30% avaient une demi-vie de 9,6 ans qui correspond a une
augmentation de 50% par rapport aux animaux contrdles (6,4 ans)?¥%2 De plus, la durée de vie
maximale des animaux restreints et controles étaient respectivement de 13,8 et 11,3 ans,
correspondant a une augmentation de 22%*%?%2, Les singes rhésus restreints présentaient une demi-
vie supérieure de 2 ans (28 ans) par rapport aux contréles (26 ans). Cependant, la diminution des
apports nutritionnels n’induit pas que des bénéfices. En effet, des mesures par IRM ont permis de
montrer que les microcébes restreints depuis 4 ans présentaient une diminution du volume de la

1281, Au cours du vieillissement, la restriction

substance grise au niveau des cortex temporal et entorhina
calorique a causé une hausse de I'atrophie de la substance grise dans plusieurs régions associées aux
fonctions cognitives dont I’hippocampe mais n’a pas entrainé de différence au niveau du volume de la

281

substance blanche®®'. Il est important de noter que I'atrophie cérébrale n’était pas en lien avec une

altération des fonctions cognitives ou sensori-motrices avec I’age. Enfin, I’étude de I'atrophie cérébrale
chez les singes Rhésus n’a pas permis de mettre en évidence une influence de la restriction calorique?:.
La diminution des apports nutritionnels peut ainsi étendre la durée de vie des individus en réduisant
le risque de développer des pathologies liées a I'age mais causant une atrophie accélérée de la

substance grise au cours du vieillissement.

2. Restriction calorique et fonctions cognitives

Les modifications quantitatives influencent également les performances cognitives au cours
de la vie. La restriction calorique se définit comme une intervention nutritionnelle diminuant la
quantité de I'apport nutritionnel sans causer de malnutrition. Des souris restreintes a 60%, pendant
74 semaines, présentaient une amélioration de leur mémoire de travail?®*. Cependant, plusieurs
études chez les rongeurs et 'Homme ont mis en évidence les effets déléteres de la restriction calorique
sur la mémoire spatiale®®, la mémoire immédiate ou encore la vigilance?®®. Yanai et al.?®> ont montré
gue des rats restreints pendant une période de 2 ans présentaient des résultats de mémoire spatiale,
lors d’un test de labyrinthe de Morris, inférieurs a ceux de rats nourris ad libitum. Les études chez

I'Homme présentent également les mémes effets contradictoires de la restriction calorique sur les
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fonctions cognitives. Ainsi, une étude chez des personnes agées a démontré que les individus restreints
a30%, pendant 3 mois, retenaient plus de mots lors d’une tache de mémoire verbale & court-terme?%,
Tian et al.?®” ont démontré que des athlétes ayant pratiqué deux semaines de je(ine par intermittence
durant le Ramadan présentaient une diminution de leurs performances cognitives lors de taches
d’identification, de détection et de rappel de mémoire. A I'inverse, la pratique du je(ine chez des
femmes, n’a pas permis d’observer des effets sur les fonctions d’attention, de temps de réaction et de
mémoire immédiate?®. Chez de jeunes enfants, aucune différence n’a été montrée entre les sujets
ayant pris ou non un petit déjeuner®®. Les résultats contradictoires des études chez 'Homme peuvent
étre dus a des différences au niveau des protocoles, des sujets et des fonctions cognitives testées. Il
est également probable que les tests cognitifs utilisés ne soient pas assez sensibles pour détecter des
changements cognitifs chez des sujets en bonne santé. La diminution de la quantité des apports
nutritionnels semble indiquer des effets bénéfiques sur les fonctions cognitives qui vont dépendre de
I'intensité et de la durée de traitement. Une restriction trop importante pendant une durée trop
longue pourrait avoir des effets déléteres sur les capacités cognitives. Par ailleurs, I'exces calorique
induit une diminution de la plasticité synaptique impliquée dans les fonctions cognitives mais cause
également la formation d’espéces réactives a I'oxygéne (ERO)?%?!, Lorsque les taux d’ERO dépassent
la capacité tampon des cellules, les protéines membranaires, les lipides et les acides nucléiques
subissent des dommages ce qui vont diminuer les actions des modulateurs de transduction du signal
tels que BDNF entrainant une diminution de la plasticité synaptique et des fonctions cognitives. La

restriction calorique permet ainsi de protéger le cerveau en diminuant la production d’ERO.

3. Restriction calorique et plasticité cérébrale

La diminution de l'apport alimentaire induit des changements au niveau du processus de
plasticité cérébrale. En effet, une réduction calorique de 30% chez des souris adultes entraine une
augmentation du nombre de nouveaux neurones dans le gyrus denté, associé a une amélioration de
la mémoire liée au conditionnement contextuel a la peur, par intermédiaire du récepteur a la

292293 pe plus, les souris nourries un jour sur deux (jeline intermittent) présentent une

ghréline
augmentation de la neurogenése et la plasticité synaptique facilitée?®*?%. Une autre étude a montré
gu’une restriction de 40% des apports chez le rat, pendant 22 mois, permettrait de protéger les
neurones en produisant un inhibiteur de I'apoptose, XIAP (X chromosome linked inhibitor of

apoptosis)?®. Ces différents effets bénéfiques de la restriction calorique pourraient étre dus a
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I"augmentation de I'expression de la protéine SIRT1 qui est une enzyme dont I'activité augmente
lorsque I'organisme est soumis a une restriction®”’. Cette protéine permettrait de médier les réponses
cellulaires aux changements de réaction d’oxydoréduction et faciliterait ainsi la différenciation des CSN
dans différentes zones cérébrales?®®2%, La protéine SIRT1 aurait également un réle dans la longévité
en agissant sur la réparation de I’ADN, la survie cellulaire et la production de nouveaux neurones3®,
Des rats maintenus pendant 3 mois en restriction calorique de 30% ont présenté une augmentation

de la neurogenése résultant d’'une diminution de la mort des nouveaux neurones et non d’une hausse

de la prolifération cellulaire3’’. Ainsi, les jeunes adultes restreints ont eu une augmentation de la

neurogenése hippocampique3®? tandis que la réduction du pool de CSN liée a I'dge était atténuée3®,
Cependant, chez des rats adolescents, une diminution de 40% des apports alimentaires pendant 2 mois
a été associée a de moins bonnes performances dans une tache d’apprentissage spatial et une
altération de la neurogenése au niveau du gyrus denté3®, Staples et al.3®® ont démontré que la
restriction calorique augmentait la prolifération cellulaire et diminuait en méme temps la suivie des
nouvelles cellules dans le gyrus denté ventral sans de modifications au niveau du gyrus denté dorsal.
De plus, cette étude a mis en évidence la vulnérabilité des cellules granulaires du gyrus denté a la
restriction calorique chronique. La restriction calorique semble stimuler le processus de neurogenéese

306 et atténuer la diminution de la neuroplasticité liée a I’dge chez les

adulte chez les jeunes rats
individus agés®”’. De plus faibles apports nutritionnels journaliers réduisent le risque de développer
des pathologies neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer3®, Les mécanismes
responsables de I'effet protecteur de la restriction calorique sur la survie cellulaire impliquent
probablement la régulation des facteurs neurotrophiques. La production de ces facteurs” tels que
BDNF?%3:309 oy encore la protéine SIRT12%-3% jnduite par la restriction calorique pourraient expliquer
en partie les effets bénéfiques observés sur la capacité des CSN a s’auto-renouveler et a se
différencier®l®, Les résultats de ces différentes études montrent clairement que la quantité de I'apport

nutritionnel joue un réle important dans le processus de neurogenése et dans la prévention des

troubles neurodégénératifs liés a I'age.
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C. Influence de I'activité physique

1. Activité physique et santé

Les apports nutritionnels jouent un réle important sur la santé et les fonctions cérébrales mais
I"activité physique a aussi une influence. En effet, des études de méta-analyses ont montré qu’un mode
de vie actif était associé avec une hausse de la longévité avec une réduction de 31 a 35% de la mortalité
par rapport a des personnes inactives®!!, l’activité physique réduit ainsi le risque de développer des
maladies cardiovasculaires, du diabéte, des cancers...32, Plusieurs études ont souligné les effets
positifs de I'exercice chez des athlétes de haut niveau. Par exemple, chez 'Homme, une augmentation
de 17% de la longévité a été observée chez les cyclistes du Tour de France, entre 1930 et 1964, par
rapport au reste de la population®®, Par ailleurs, une étude chez des anciens athlétes finlandais
d’endurance ayant participé aux Jeux Olympiques entre 1920 et 1965, a mis en évidence une hausse
de I'espérance de vie de 5,5 ans par rapport a des individus sédentaires du méme age (75 ans vs 69,9
ans)3!4, Clarke et al.3'® ont également démontré que les médaillés olympiques vivaient en moyenne 3
ans de plus que le reste de la population avec une hausse de la longévité plus importante chez les
athlétes pratiquant des sports d’endurance (course de fond, ski) et des sports mixtes (football, sprint)
que ceux pratiquant des sports de puissance (lancer de poids, boxe). De plus, les skieurs de fond
étudiés entre 1976 et 1981 présentaient des résultats similaires®!®. L’American College of Sports
Medicine (ACSM) et I’American Heart Association (AHA) ont ainsi recommandé la pratique 5 fois par
semaine de 30 min minimum d’activité physique aérobique d’intensité moyenne ou 20 min minimum,
3 fois par semaine, d’activité physique aérobique de forte intensité3'2. Ainsi, une activité de faible
intensité doit étre maintenue plus longtemps qu’une activité de forte intensité pour avoir le méme
effet sur la santé3'’. Les bénéfices en terme d’espérance de vie sont proportionnels a la quantité et
I'intensité de sport pratiquée3'318, Samitz et al.3!! ont montré qu’un exercice d’intensité importante
durant entre 60 et 75 min minimum par semaine était associé a une réduction du risque de mortalité
toutes causes confondues. La pratique d’une activité physique d’intensité modérée d’'une durée
minimale de 150 min par semaine ont induit un effet bénéfique de moindre mesure sur la réduction
de la mortalité®'L, De plus, Blair et al.3” ont montré que si I’exercice physique était effectuée moins de
3 fois par semaine, il n’avait que peu d’impact sur la santé. Par ailleurs, faire de I'exercice plus de 5 fois
par semaine n’induisait pas une amélioration plus importante qu’un entrainement 5 jours par
semaine®'’. La pratique d’une activité physique est trés importante mais I'arrét du sport peut perturber
les habitudes alimentaires strictes acquises des athlétes. La retraite sportive induit des changements
alimentaires et une baisse drastique du temps consacré a la pratique du sport pendant les loisirs3%°,

Ainsi, le statut sportif ne garantit pas le fait de continuer de pratiquer une activité physique apreés la
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fin de la carriére. Cependant, Lin et al.3>° ont montré que chez les anciens athlétes olympiques
polonais, I’activité physique intense pendant la jeunesse était associée avec une diminution de 50 %
du risque de mortalité et une amélioration de la santé lors du vieillissement. Ces effets bénéfiques
durables de I'’exercice physique pourraient étre dus a des modifications épigénétiques chez les
individus qui sont en lien avec plusieurs pathologies telles que la maladie d’Alzheimer et des cancers3%.,
En effet, Zhang et al.3?2 ont mis en évidence que le taux global de méthylation de I’ADN était supérieur
chez les personnes effectuant environ 30 min d’activité physique par jour en comparaison avec les
individus pratiquant moins de 10 min d’exercice par jour et cette hypométhylation est associée avec

321 Chez un modéle de souris d’Alzheimer, 8 semaines

une augmentation du risque de cancer
d’exercice physique a induit une diminution de la phosphorylation de la protéine Tau (protéine de
structure anormalement phosphorylée et agrégée dans la maladie d’Alzheimer)3%. activité physique
agirait durablement sur la santé via des mécanismes épigénétiques permettant I'augmentation de la

longévité.

2. Activité physique et fonctions cognitives

L'activité physique a un effet sur la santé et la longévité mais I'exercice influence également

1.32% ont montré que la sédentarité était en lien avec des

les fonctions cognitives. Falck et a
performances cognitives plus faibles chez des personnes de plus de 40 ans. Chez de jeunes individus,
I"activité physique a également un impact sur les fonctions cognitives. Il a été montré que des jeunes
adultes soumis a de I'exercice chronique avaient de meilleures performances lors d’une tache de

séparation de motifs visuels3?®, De plus, une étude de Coles et Tomporowski3?®

a suggéré que l'activité
physique chez les personnes jeunes, n’avait aucun effet sur les processus des fonctions exécutives
impliqués dans la mémoire de travail alors que I'exercice permettrait de faciliter la consolidation des
informations dans la mémoire a long-terme. La pratique d’une activité physique d’'une femme pendant
sa grossesse augmentait les performances cognitives de la descendance dans une tache
d’apprentissage spatial®?’. De jeunes rats soumis a de I'exercice juste aprés le sevrage ont présenté, en
vieillissant, une amélioration des capacités d’apprentissage32. Par ailleurs, la course volontaire, chez
de jeunes souris C57BL/6 dgées de 3 mois, induisait une amélioration des capacités cognitives lors
d’une tache de discrimination spatiale alors que les individus agés, réfractaires a I'exercice, montraient
une altération de ces facultés3?°. Durant le vieillissement, une étude de Li et a/.33° a mis en évidence

le role protecteur de I'activité physique dans la prévention du déclin cognitif et 'amélioration des

fonctions chez des individus agés sains et ceux présentant des déficits. Un entrainement de 6 mois,
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chez des personnes agées, induisait notamment une amélioration de la mémoire spatiale a court- et
long-terme33L, Ainsi, chez les rongeurs, I'exercice induit des changements structurels et fonctionnels
dans des régions cérébrales telles que I'hippocampe et le cortex qui sont importantes pour les

332-334

fonctions cognitives L'activité physique chez 'Homme a un effet positif sur la mémoire

dépendante de I'hippocampe et les fonctions exécutives médiées par le cortex préfrontal, et va

332335 |’activité physique a un impact sur

permettre de maintenir le volume cérébral avec l'age
I'apprentissage et la mémoire via des modifications épigénétiques telles que l'acétylation et la
méthylation sur I'expression de plusieurs génes dont celui du facteur BNDF33¢. Chez des rats agés, les
effets de I'exercice physique sur la mémoire ont été associés a des niveaux augmentés de la
méthylation et de 'acétylation du promoteur BDNF337:338 et de I'activité de I’histone acétyltransférase
(enzyme agissant sur le remodelage et la décondensation de la chromatine)®¥. La formation de la
mémoire induirait une boucle de rétroaction positive par I'intermédiaire des modifications de I’histone
au niveau des promoteurs BDNF agissant sur la transcription d’autres genes qui sont impliqués dans la
plasticité synaptique3%. Par ailleurs, la pratique d’une activité physique induit une dépense
énergétique importante entrainant une diminution des ressources énergétiques disponibles. Cette
diminution des ressources due a l'exercice peut étre assimilée a une certaine forme de restriction

calorique. L'activité physique jouerait ainsi un role dans la stimulation des fonctions cérébrales en

améliorant les capacités cognitives et la plasticité des zones associées a I'apprentissage et la mémoire.

3. Activité physique et plasticité cérébrale

Une mode de vie actif agit également sur les processus de plasticité cérébrale. L'activité
physique permettrait d’atténuer le déclin cognitif suggérant que I'exercice aiderait a protéger
I’"hippocampe contre la perte de volume cérébral avec I’age3¥°. L’exercice physique stimule le processus
de neurogenése chez les rongeurs3?3%0341 En effet, plusieurs études ont démontré que I'activité
physique forcée (tapis roulant) et non forcée (roue d’activité) augmentaient la neurogenése
hippocampique329340-342 |3 prolifération cellulaire3*3% et les ramifications dendritiques34>34°,,
L’exercice induit également des changements morphologiques chez les nouveaux neurones. Plusieurs
études ont mis en évidence que l'activité physique accélére la maturation des neurones agés d’au
moins un mois en augmentant les ramifications dendritiques et la densité des épines
dendritiques®®3#’, De plus, van Praag et al.3*? ont démontré que l'activité physique stimulait la

neurogenése hippocampique chez des souris C57BL/6 agées mais que celle-ci restait inférieure a celle
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observée chez les souris jeunes. Les zones cérébrales les plus impactées par 'activité physique sont les
régions impliquées dans le contréle des fonctions cognitives et de la mémoire3®. De plus, Siette et
al.3* ont constaté que dés 12 semaines d’activité physique, la neurogenése hippocampique, la densité
présynaptique et la connectivité synaptique chez le rat 4gé sont augmentées. Le mode de vie actif
induit des bénéfices durables sur la plasticité cérébrale pouvant s’expliquer par plusieurs mécanismes.
En effet, Gomez-Pinilla et al.®*° ont montré que I'exercice augmentait I'expression du facteur
neurotrophique BDNF en agissant sur le processus de plasticité synaptique, dans les zones liées a
|'apprentissage et a la mémoire. L'activité physique permettrait I'activation de voies métaboliques
mitochondriales ce qui activerait la production de neurotrophines (BDNF, IGF-1). Cette activation
agirait sur les récepteurs pré- et post-synaptiques qui induirait une cascade de réactions permettant
de faciliter la transmission synaptique, les fonctions cognitives, la croissance et la différenciation
neuronale?’®?’7, Au niveau de I"hippocampe et du cervelet, des zones impliquées dans le contrdle
moteur et 'apprentissage, I'acétylation de I'histone H3 est augmentée apreés I'exercice physique3>.,
Cet effet épigénétique permet une transcription sélective de geénes spécifiques tels que BDNF
permettant la croissance et la survie des neurones en développement dans I'hippocampe®*2. La
neurogenése serait stimulée par I'activité physique en agissant sur la méthylation et I'acétylation de
I’ADN jouant sur I'expression de geénes impliqués dans les processus de plasticité et les fonctions
cognitives. L’exercice jouerait également sur I'augmentation du processus d’angiogenése (processus
de croissance des vaisseaux sanguins) permettant I'apport de molécules telles que les hormones, les
facteurs de croissance ou encore les neurotrophines qui permettrait de stimuler le mécanisme de
neurogenése®33%7, En effet, Pereira et al. ont montré que la pratique de 40 min d’exercices (tapis-
roulant, montée d’escalier, ergocycle) 4 fois par semaine pendant 12 semaines, a augmenté le flux
sanguin cérébral dans le gyrus denté de souris favorisant la neurogenése3*, L’activité physique induit
aussi I'augmentation d’enzymes antioxydantes (superoxide dismutase) diminuant ainsi les radicaux
libres qui ont une action néfaste sur la production de neurotrophines nécessaires a la plasticité
cérébrale. Ces différentes études montrent que plusieurs mécanismes sont impliqués dans la plasticité

neuronale permettant de soutenir les fonctions cognitives.
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D. Combinaison des approches nutritionnelles et de I'activité physique

Bien que clairement identifié, I'effet des approches environnementales sur les fonctions
cérébrales est souvent marginal et parfois contradictoire3>°-3%, La variabilité inter-individuelle (sexe,
génes, environnement...) permet d’expliquer notamment les résultats contradictoires observés.
Cependant, la plupart des études ne se concentrent que sur un seul facteur. L'optimisation combinée
des apports nutritionnels et de I'activité physique pourrait permettre d’observer un effet synergique
potentiellement fort de ces traitements sur la santé des individus. La combinaison de plusieurs
traitements pourrait ainsi contrebalancer les effets négatifs de chaque facteur par leurs effets positifs.
En effet, plusieurs travaux ont mis en évidence que |'exercice physique permettait de contrebalancer
les déficits cognitifs causés par un régime riche en gras chez les rongeurs®?3%4, Ainsi, les animaux
nourris avec un régime riche en gras et pratiquant une activité physique présentaient des
performances cognitives similaires aux individus soumis a un régime contréle. De plus, la mesure du
facteur BDNF dans des extraits d’hippocampe de rats a permis de montrer que I'exercice physique
empéchait la diminution de synthése provoqué par un régime trop riche en gras®®3. BDNF est ainsi
augmenté dans |'aire CA3 de I'hippocampe de rats agés soumis a un régime riche qui pratiquent une
activité physique®?2. Au niveau de la région CA3, le BDNF est diminué par un régime avec un taux
important de gras tandis que son taux est augmenté par I'exercice physique33. ’association de
I"activité physique a un régime a induit une augmentation de la prolifération cellulaire dans le noyau
arqué de souris adultes contrebalancant les effets négatifs du régime seul*®. La neurogenése
hippocampique chez la souris est stimulée quand I’exercice physique est combiné avec un régime trop
riche®®, L’activité physique est importante pour la santé cérébrale mais ce n’est qu’un seul facteur.
Par ailleurs, d’autres études ont mis en évidence les effets d’interventions multidomaines sur les
fonctions cérébrales. En effet, Van de Rest et al.3%” ont démontré que I'exercice physique associé a une
supplémentation en protéines, pendant 24 semaines, a permis une augmentation de la vitesse de
traitement des informations chez les personnes agées. La pratique d’un exercice de force combinée a
une supplémentation en créatine (dérivé d’acide aminé jouant un réle dans I'apport énergétique aux
cellules musculaires et dans la contraction musculaire), pendant 24 semaines, n’a pas induit de
modifications des performances cognitives de sujets 4gés®8. Dans une étude de combinaison entre la
supplémentation en flavanol (polyphénol présent dans les feuilles de thé, le vin ou encore le cacao) et
la pratique d’exercice chez des personnes agées sédentaires en bonne santé, Brickman et al.>® ont
montré que l'augmentation des performances cognitives était corrélée a la quantité de flavanol et
indépendante de I'activité physique. Une étude de Smith et al.*”° a mis en évidence que I’association

d’un régime DASH (Dietary Approaches to Stop Hypertension: régime alimentaire pour réduire
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I’hypertension artérielle) avec de I'exercie et une restriction calorique induisait des effets plus
importants sur les fonctions cognitives que chacun des traitements seuls. Ainsi, des stratégies
combinées basées sur la pratique d’une activité physique et la gestion des apports alimentaires
peuvent avoir des effets synergiques potentiellement forts pour le cerveau et la santé des individus

(Figure 7)%%4,
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Figure 7 : Schéma représentant les interactions de I'alimentation et de I'activité physique avec les fonctions
cognitives et la neurogenese. Les fonctions cognitives et la neurogenese ont chacun un impact sur l'autre (fleches
pleines). Ces deux points peuvent également étre influencés par I’activité physique, la restriction calorique et les
acides gras polyinsaturés n-3 (AGPI n-3) (fleches en tiret)).
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Ce qu'’il faut retenir

Le vieillissement est un processus trés variable qui dépend principalement de facteurs
environnementaux. L’alimentation est un paramétre ayant une influence majeure sur la santé des
individus. En effet, la diminution des apports alimentaires induit une amélioration des fonctions
mnésiques associée a une augmentation de la neurogenése et de la longévité. Cette hausse de la
plasticité serait due au réle protecteur de la restriction calorique sur les nouveaux neurones en
diminuant I'apoptose. Cependant, la restriction calorique peut également présenter des effets
déléteres, qui dépendent de lintensité et de la durée, tels que I'atrophie cérébrale. La
supplémentation en AGPI n-3 agit en augmentant leur incorporation au sein des membranes
cellulaires. La hausse des AGPI n-3 au niveau cellulaire stimule la neuroplasticité en favorisant la
différenciation des CSN. L'augmentation de la neurogeneése est corrélée avec une amélioration de la
mémoire. En plus de I'alimentation, un mode de vie actif induit une hausse des performances
cognitives et prévient le déclin cognitif lors du vieillissement. La pratique d‘une activité physique
permet une augmentation de la neurogenése et de la prolifération cellulaire. Les bénéfices sont
proportionnels a la quantité et a I'intensité de I'exercice. L'activité physique agit également sur la
longévité en diminuant le risque de développer des pathologies. L'action des interventions
environnementales serait associée a des modifications épigénétiques agissant sur la transcription de
genes ayant une action sur les fonctions cérébrales et I'espérance de vie. La combinaison de ces
traitements permettrait ainsi de contrebalancer les effets négatifs d’'un des facteurs par les effets

bénéfiques des autres et de pouvoir observer un effet synergique potentiellement plus important.
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Modele d’étude : le microcebe

I. Phylogénie et classification

Le microcebe (Microcebus murinus) est un petit primate nocturne endémique de Madagascar,
décrit pour la premiére fois par John Frederick Miller en 1777. Ce primate est un représentant du sous-
ordre des Strepsirrhiniens et de l'infra-ordre des Lémuriformes (Figure 8). Dans cet ordre des
Lémuriformes, le microcebe fait partit de la famille des Cheirogaleidés qui regroupe plusieurs espéeces
du genre Microcebus®"*372, La diversité des espéces s’explique par des changements climatiques locaux
et/ou a des barriéres naturelles (montagnes, fleuves) induisant plusieurs spéciations durant I’évolution
en fonction de I'environnement®3. Dans ce manuscrit, |'utilisation du terme "microcébe" sera

employée pour 'espece Microcebus murinus ou microcebe gris.

Lémuriformes

Tarsiiformes
Platyrhiniens
Hylobathoides
Hominidés

Cercopithecoides

\

\

\

Figure 8 : Arbre phylogénétique des primates. La position du microcébe dans cet arbre est représentée en rouge.
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Il. Caractéristiques morphologiques

Le microcebe est un des plus petits représentants du genre Primate ayant une taille de la téte
a la queue d’environ 25 centimétres avec un rapport corps/queue de I'animal égal a 0,95 et un poids
compris en moyenne entre 60 et 100 grammes variant selon les saisons. Un dimorphisme sexuel existe
chez cette espece avec un poids des femelles plus important que celui des males tout au long de
I'année.

De par son mode de vie nocturne et arboricole, le microcebe présente des caractéristiques
morphologiques adaptées a son environnement (Figure 9). En effet, le pelage des individus de couleur
grise et brune lui permet de se camoufler dans la végétation. Le microcebe a la capacité de se mouvoir
sur le sol et dans les arbres grace a des membres puissants munis de pouces opposables et de replis
cutanés, appelés dermatoglyphes, lui permettant une augmentation de I'accroche et la stabilité a
différents types de substrats. Il est ainsi tres a I’aise dans ses déplacements, passant d’arbres en arbres
en sautant sur une distance de plus de 2 m grace a la puissance de ses membres. Ses grands yeux,
représentant 1,5% de sa masse corporelle, sont localisés en position frontale lui conférant un champ
visuel élargi (230°) et possedent une structure anatomique spécifique au mode de vie nocturne des
animaux, un tapis choroidien (tapetum lucidum) permettant de capter plus de lumiére par réflexion
durant la nuit. De plus, ses pavillons auriculaires sont de grande taille et trés mobile permettant

d’augmenter la perception des sons nocturnes.

Figure 9 : Caractéristiques morphologiques
du microcebe : un pelage de couleur grise et
marron, la présence des pouces opposables
et de dermatoglyphes au niveau des mains
et des pieds, des yeux de grande taille et des
oreilles développés et mobiles.
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Par ailleurs, le microcébe a un cerveau de type lissencéphale, pesant environ 19 grammes et
mesurant en moyenne 2,3 centimétres de long (des bulbes olfactifs a I’extrémité caudale de la moelle)

et 1,8 centimétres de large (Figure 10)3"4,

Figure 10 : Photographies du
cerveau de microcébe. L'image de
gauche correspond a la vue
sagittale du cerveau (échelle : 0,5
cm). L’image de droite représente
la vue coronale du cerveau
(échelle : 1 cm).

0,5 cm i lcm

lll. Habitat naturel et distribution géographique

Le microcebe est un primate endémique de I'lle de Madagascar. Ce territoire représente |'une
des 5 plus grandes iles du monde s’étendant sur prés de 587 040 km?2. Madagascar s’est formée en se
dissociant du continent Africain, il y a prés de 160 millions d’années et de I'Inde, il y a 80 millions
d’années. La topographie de I'lle est tres variée avec la présence de deux aires biogéographiques
différentes a I'Est et a I'Ouest séparées par un plateau central. La partie orientale se définit par une
forét tropicale pluvieuse tandis que la cote occidentale présente des foréts de feuillus tropicaux. Par
ailleurs, le Sud de I'lle se caractérise par une partie désertique entrecoupée d’une forét séche et
épineuse. Madagascar présente une grande diversité de climats et une forte saisonnalité s’expliquant

375376 | ’année

par sa géographie (reliefs, océan...) mais aussi par le phénoméne annuel de la mousson
se caractérise par 'alternance de deux saisons trés marquées dont la durée va dépendre de la partie
de I'lle : un hiver froid et sec (mai a octobre) et un été chaud et humide (novembre a avril avec une
période de fortes pluies entre janvier et février)®®. L’Est du pays présente des variations de
températures ambiantes de 24 et 28°C entre I'été et I'hiver tandis qu’a I'Ouest, les températures sont
respectivement de 24 et 27°C entre les saisons humide et seche. Dans le Sud de I'lle, les températures
passent de 18°C en été a 25°C en hiver. Toutefois, les températures fluctuent quotidiennement,
pouvant descendre la nuit jusqu’a des températures négatives en hiver et atteindre 25°C au milieu de
la journée. Les niveaux de précipitations sont trés variables selon les parties de I'lle. En effet, dans le

Sud désertique, elles sont minimales avec 500 mm/an tandis que dans les foréts humides de I'Est, elles

peuvent atteindre prés de 2000-4000 mm/an. Outre cette alternance saisonniére marquée, des
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phénomeénes du type "El Nifio Southern Oscillation" (ENSO) ainsi que des cyclones, des tempétes et
des épisodes de sécheresse font du climat de Madagascar 'un des plus variables et imprévisibles
pouvant engendrer ainsi des pénuries alimentaires méme pendant la saison fertile estivale377-38%,

Sur I'lle de Madagascar, le lieu de vie du microcébe, Microcebus murinus, se trouve le long de la cote
occidentale et dans quelques zones du Sud (Figure 11). Parmi cette zone géographique, les foréts
secondaires (écosystémes reconstitués apres la disparition des foréts a cause de 'Homme ou de
phénomeénes naturels), il est présent a partir du sol jusqu’a 10 m de hauteur. Par ailleurs, dans les
foréts denses primaires qui sont des écosystemes n’ayant subi aucune perturbation humaine, il peut
s’élever jusqu’a la canopée, a des hauteurs pouvant aller de 15 a 30 m. Le microcebe se déplace
rarement au sol, préférant se réfugier en hauteur, au niveau des branches, des feuillages denses et des
lianes ou il se fabrique des nids de feuilles organisées en sphére ou va se nicher dans des cavités et des

arbres creux. Ces endroits confinés lui permettent de se dissimuler des prédateurs et vont lui

permettre de réguler sa température interne (thermorégulation).

Figure 11 : Zones de localisation du Microcebus murinus
(d’aprés "The IUCN Red List of Threatened Species"”,
2014).
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IV.

Ecologie du microcebe

A. Alimentation

Une des principales activités d’'une espéce est la recherche de nourriture. Etant un primate
nocturne, le microcébe part rechercher sa nourriture, seul, des la tombée de la nuit, sur un territoire
moyen s’étendant sur environ 1,5 ha pour les méles et 0,3 pour les femelles®®2. Leur alimentation varie
en fonction de la disponibilité des ressources durant I'année. Au cours de la saison humide, son régime
alimentaire se compose de fruits, de fleurs, de gomme végétale, de caméléons, d’insectes et leurs
sécrétions®*34 Durant la saison séche, les ressources alimentaires se raréfient obligeant le microcébe
a se nourrir de sécrétions d’insectes et de la séve des arbres3®384, Cette diminution des ressources est
ainsi corrélée avec des périodes de restriction calorique plus ou moins importante pour les individus
(Figure 12). Par ailleurs, I'organisation sociale des microcebes est basée sur la dominance des femelles.
Cette place centrale des femelles chez cette espéce leur confére un accés prioritaire a la nourriture3,

Le territoire des femelles a une localisation centrale ou les ressources sont les plus riches tandis que

les males vont se situer en périphérie de ce territoire.

Figure 12 : Evolution de la disponibilité
des ressources alimentaires au cours de

—4 Saison seéche Saison humide I’année (d’aprés Charles-Dominique et

g Hladik, 1971 ; Hladik, 1980%53%7),

o

‘©

et

o

Q

£

©

~Q

=

2

o

o

(o]

K]

[a)

> &
NN

58



B. Mode de vie et reproduction

Le territoire des microcebes s’étend sur environ 1,5 ha pour les males et 0,3 pour les
femelles®®, En période de reproduction, afin de pouvoir étre en contact avec le plus de femelles
. . . "~ "~ . .z 388 \
possibles, la surface des territoires des males peut étre multipliée par 4°°°. Les femelles quant a elles
ne se dispersent pas et vont établir leur propre territoire proche de celui de leur mére3®. Bien que
I'espece soit non-grégaire, le fait que les territoires se chevauchent permet aux individus de pouvoir
se regrouper pendant les phases diurnes. Ce comportement en journée, en plus de représenter une

390 est un moyen de

stratégie contre les prédateurs tels que les rapaces nocturnes et les serpents
thermorégulation sociale permettant de réduire la surface corporelle individuelle exposée au milieu
extérieur et de maintenir une température interne quasiment constante. Ainsi pendant la journée, les
femelles et les petits dorment en groupe tandis que les males vont avoir tendance a dormir seul ou
avec d’autres méles®?. Dans cet environnement trés boisée ol les sighaux visuels ne sont pas trés
efficaces, la communication sociale de cette espece se fait par I'intermédiaire de signaux chimiques

tels que le marquage urinaire ou les féces mais aussi grace a des sighaux sonores®23%,

C. Rythmes saisonniers et circadiens

Les changements circadiens et saisonniers du microcebe sont dépendants de la photopériode.
La rétine va capter la lumiere et transmettre les informations d’intensité et de durée d’exposition via
les nerfs optiques aux noyaux supra-chiasmatiques (NSC) se situant au niveau de I’hypothalamus
antérieur (Figure 13). Les informations transmises vont permettre la synchronisation quotidienne avec
la lumiere du jour des neurones des NSC. A partir des NSC, ces renseignements sont transmis a
plusieurs structures dont la glande pinéale (structure permettant la sécrétion de la mélatonine qui
controle les rythmes veille-sommeil) en passant par la moelle épiniére. Ces différentes structures vont
ainsi permettre d’ajuster les cycles de plusieurs fonctions physiologiques (hormones, rythmes veille-

sommeil, température interne...) et comportementales.
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o™y

Noyaux supra-chiasmatiques

Figure 13 : Organisation de I’horloge circadienne. L’information lumineuse est captée par la rétine qui va
transmettre cette information aux noyaux supra-chiasmatiques (encadré a droite) de I’hypothalamus (bleu).
L’information est transférée a plusieurs structures dont la glande pinéale. La sécrétion de la mélatonine est
stimulée par une voie polyneuronale complexe passant par la moelle épiniére. Ainsi, durant la journée, I’horloge
va inhiber la production de la mélatonine alors qu’a la tombée de la nuit, la sécrétion de la mélatonine sera
stimulée.

En milieu naturel, les saisons sont trés marquées pour le microcebe. Cette différence entraine
des changements comportementaux et physiologiques dépendant de la variation de la photopériode.
La photopériode varie ainsi entre 11 heures de jour en hiver et 13 heures en été. En captivité, les
microcebes sont soumis a des cycles lumineux artificiels consistant a 10 heures de lumiéere en hiver et
14 heures en été. Cette variation de lumiére induit des changements de la masse corporelle et de la
fonction de reproduction chez les animaux. A I'approche de la saison hivernale, les animaux vont faire
des réserves en augmentant leur tissu adipeux au niveau de I'abdomen et de la queue (représentant
jusqu’a 35% de la masse corporelle), réduire leur métabolisme basal (économie d’énergie), par
exemple, en inhibant totalement la fonction reproductive (régression des organes génitaux)®%*,
L'augmentation de la durée d’exposition a la lumiere stimule les fonctions comportementales,
métaboliques et hormonales induisant une perte de poids et une reprise de I'activité de reproduction

(induction du cycle ovarien pour les femelles et augmentation des testicules pour les males). Ces
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changements saisonniers permettent a I'animal de pouvoir supporter la pénurie des ressources
alimentaires lors de la saison séche.

En plus des variations saisonnieres, le microcebe présente des rythmes journaliers marqués
gu’importe la saison (Figure 14)3%5-3%, |3 phase nocturne étant consacrée a la recherche de nourriture,
a l'activité locomotrice ainsi qu’aux interactions sociales, les animaux présentent une haute activité,
un métabolisme important et une température corporelle élevée. A la fin de la nuit, apres avoir rejoint
leur nid, une diminution rapide de leur température interne débute avec des valeurs minimales
observées au cours des premieres heures de la période diurne. Cette hypothermie est associée a une

absence de locomotion et a une baisse du métabolisme.

Phase nocturne Phase diurne
38 100

O 37 >
g L 80
- o
2 z
g 36+ o
g 60 o

(2]
o o
o 354 S
ek o
= —
2 Fa0 3
o o
N —
= =
& 20 B
l_

0

Temps (heures)

Figure 14 : Rythme circadien de la température corporelle (rouge) et de I'activité locomotrice (bleu) d’un
microcébe durant la saison hivernale correspondant a une alternance de 14 heures de nuit et 10 heures de jour.
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V. Vieillissement

A. Longévité

Au regard de sa taille et son poids, le microcébe présente une espérance de vie relativement

longue qui est caractéristique des primates et des animaux domestiqués par ’'Homme (Figure 15)3%40°,
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Figure 15 : Relation entre masse corporelle et espérance de vie chez plusieurs espéces. Le microcebe (encadré
rouge) présente, tout comme d’autres primates (Singe Rhésus, Chimpanzé et Homme) et des animaux
domestiqués par ’'Homme (Chat, Chien et Cheval) une espérance de vie plus élévée que celle attendue par la
relation proportionnelle entre la longévité et la masse corporelle (ligne grise) (adapté d’Healy et al.*®!).

De plus, il existe une grande différence d’espérance de vie entre les animaux captifs et ceux
vivant dans la nature. En effet, entre 1995 et 2000, Lutermann et al.**? ont capturé 320 individus
composés de 210 males et 110 femelles, a Madagascar. Cette étude a permis de montrer que 7% des
femelles survivaient jusqu’a la troisieme saison de reproduction mais qu’a la saison suivante, aucune
femelle n’était encore en vie. Cependant, 6% des microcébes males atteignaient la quatrieme année
de reproduction. Dans des conditions naturelles, le plus vieux microcebe capturé était agé de 6 ans. Il
a été ainsi déterminé que la demi-vie en milieu naturel (temps nécessaire pour que la moitié des

7

individus du méme age meurent) était de 10 mois qu’importe le sexe. La longévité en captivité a été
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étudiée chez 643 individus dont 361 femelles et 282 males qui sont nés et morts au sein de |'élevage
de Brunoy“®. Dans cette colonie, la demi-vie des animaux est de 4,9 ans pour les femelles et 5,7 ans
pour les males (Figure 16). Ainsi, les microcebes captifs sont divisés en trois catégories : les individus
jeunes (< 4,5 ans), d’age moyen (entre 4,5 ans et 6,5 ans) et agés (> 6,5 ans)?®494405 | 3 |ongévité

maximale observée en captivité est de 13,8 ans??,
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Figure 16 : Survie des animaux de I’élevage de Brunoy. Cette courbe a été établie avec les données de survie de
643 animaux de la colonie pour les mdles (n = 282, tracé en bleu) et les femelles (n = 361, tracé en rouge)
séparément. La demi-vie des animaux a été représentée (lignes en pointillés) (adaptée de Languille et al., 2012%%3).

Dans la nature, les prédateurs, les pénuries alimentaires ou encore les parasites sont autant
de causes de mortalité qui n’existent pas pour les animaux en captivité. Ces causes expliquent
notamment pourquoi, en conditions naturelles, les individus survivent rarement jusqu’a I'dge de 5-6
ans ce qui ne permet pas de pouvoir étudier les effets du vieillissement. Concernant les causes de
mortalité en captivité, les animaux décedent généralement de complications suite a des blessures et
d’atteinte de la fonction rénale causant des néphrites qui menent progressivement a une insuffisance
rénale. Cependant, chez le microcebe, la mortalité dépend également du sexe et de la photopériode.
En effet, il y a un taux plus important de déces des femelles (72%) et des males (59%), durant la période

de reproduction (saison estivale) par rapport a la saison séche®,
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B. Modifications morphologiques, sensorielles et motrices

Lors du vieillissement, le microcébe présente de nombreuses modifications au niveau
morphologiques, physiologiques et comportementales. A partir de 5-6 ans, un blanchiment de la
fourrure, un raccourcissement du museau ainsi qu’un épaississement des pavillons auriculaires ont été

observés chez les animaux (Figure 17).
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Figure 17 : Evolution morphologique du microcébe au cours du vieillissement.

Le systeme sensoriel est également altéré avec I’age. Une des plus fréquentes altérations du
systeme visuel est la cataracte. Sur une population de 220 individus de tous les ages, la moitié des
individus de plus de 7 ans présentait une cataracte uni- ou bilatérale*®, Le plus jeune individu atteint
de cette altération avait 3,5 ans. Le sens de |'olfaction présente un déclin durant le vieillissement.
L'olfaction est un sens particulierement développé dans la communication sociale. En effet, les
microcebes males agés ne réagissent pas aux phéromones des femelles en proestrus qui induisent

normalement une augmentation de la production de la testostérone®”. I’

absence d’augmentation de
la testostérone en présence des phéromones féminins montre qu’il existe une altération de la
reconnaissance des signaux olfactifs par 'organe voméronasal. Cette altération de I'olfaction peut
avoir plusieurs causes physiologiques et anatomiques®®®. En effet, au cours du vieillissement, une
apoptose importante des neurones olfactifs est observée chez les mammiferes. Cependant, cette perte
neuronale est contrebalancée par la production de nouveaux neurones provenant de la ZSV mais cette
neurogenése diminue avec I'dge*®. Les individus 4gés présentent ainsi une diminution de la surface de
I’épithélium olfactif associée avec une baisse du nombre de neurones olfactifs. Cette perte des
perceptions sensorielles chez les microcebes dgés permet d’expliquer une partie des perturbations

comportementales observés lors du vieillissement. La perte des capacités olfactives méne peu a peu a

I'isolement social des animaux agés.
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Tout comme chez ’'Homme, les capacités motrices déclinent chez le microcébe avec I'age*°.
Ainsi, Némoz-Bertholet et Aujard ont démontré lors du test du Rotarod (cylindre en rotation dont la
vitesse augmente progressivement induisant une activité motrice forcée) que les animaux de plus de
6 ans se maintenaient 5 fois moins longtemps en équilibre que les animaux agés de moins de 2 ans.
Cette diminution des fonctions motrices, marquée durant la saison estivale, est expliquée par le fait
que les animaux, durant la saison seche, économisent de I'énergie en restant inactifs la plupart du

temps*i.

C. Altérations des rythmes veille-sommeil

Avec I'age, le cycle journalier d’activité locomotrice et de la température corporelle est
affectée. Méme si le microcébe est nocturne, le sommeil se fragmente avec I'dge*'? Les individus 4gés
sont 20% moins actifs durant la nuit et présentent, pendant la journée, une augmentation de 50% de
la veille active tandis que le sommeil est diminué de 40%*3. Cette altération des rythmes veille-
sommeil s’explique notamment par des modifications dans la sécrétion de la mélatonine (6-
sulfatoxymélatonine). Ces résultats sont comparables a 'Homme qui présente également une
fragmentation du sommeil avec des périodes de somnolence pendant la phase d’activité des individus
et de nombreux réveils pendant la phase de repos*244415, Les microcébes agés de plus de 5 ans
n’arrivent pas a se resynchroniser lorsqu’ils subissent une avance ou un retard de phase*'?. De plus,
lors du vieillissement, cette fragmentation de [I'activité locomotrice est associée avec une
augmentation du sommeil nocturne et une diminution du sommeil paradoxal (activité cérébrale
intense et atonie musculaire) et lent (diminution progressive de la fréquence et augmentation de
I'amplitude des ondes cérébrales)*'®. Chez 'Homme, des études d’électroencéphalographie (EEG) a
montré que I'activité des ondes lentes du sommeil lent (slow-wave activity ou SWA) est atténuée avec
I'age*”418  Les altérations du rythme veille-sommeil montrent que le vieillissement perturbe le
fonctionnement des noyaux supra-chiasmatiques. Les modifications observées ont plusieurs causes
anatomiques et physiologiques. Cette perturbation du fonctionnement des noyaux supra-
chiasmatiques entraine une altération de la sécrétion de la mélatonine qui est une hormone
permettant I'induction de la phase de sommeil*'°. Le pic de mélatonine, normalement observé durant
la nuit, devient pratiquement inexistant chez les microcébes 4gés*®. En effet, les individus jeunes

présentent des valeurs de mélatonine plus élevées que les animaux plus agés pendant la période

nocturne®® .

65



D. Déficits cognitifs avec I’age

L'adaptation des dispositifs cognitifs utilisés chez les rongeurs a permis de mesurer les

420421 ainsi que de décrire leurs altérations avec I'dge et de les

capacités cognitives des microcébes
associer aux structures cérébrales correspondantes®l421425,

Parmi les différents types de mémoire, la mémoire a court-terme présente des altérations avec I'age.
Afin de I’évaluer, les microcebes sont placés dans un dispositif composé de 4 couloirs dont un seul est
illuminé, donnant acceés a leur nichoir qui constitue une récompense (aversion pour la lumiére). Durant
ce test de discrimination visuelle a réponse retardée, les animaux doivent associer le couloir éclairé
avec la récompense®?®, Avec |’age, les microcébes ont montré une augmentation de la sensibilité au
délai lors de cette tache, traduisant des déficits de la mémoire a court terme en lien avec le cortex
frontal®?. En effet, aucun probléme d’association entre le stimulus et la récompense n’a été remarqué
gu’importe I'dge des individus mais la mémoire était altérée quand le temps entre la phase
d’apprentissage et I'acces au nichoir augmentait. Cependant, au cours du vieillissement, les processus
cognitifs nécessaires pour l'association d’un stimulus a une récompense, lors d’une tache de
discrimination, sont maintenus**>4%, Néanmoins, prés de la moitié des microcébes agés présentent
une diminution de leur capacité a généraliser des informations visuelles par rapport a un apprentissage
précédent*®. Par ailleurs, la mémoire a long-terme est aussi impactée lors du vieillissement. Picq et
al.*?! ont démontré que les microcébes agés soumis a un test de discrimination visuelle présentaient
un déficit de la rétention a long-terme des informations tandis que I'apprentissage de la tache n’était
pas perturbé avec I'dge.

La mémoire spatiale est également altérée avec I'dge***4?>4?7 En effet, Picq et Dhenain*?* ont
montré que lors d’'une tache d’exploration, les microcebes agés étaient moins sensibles a I'introduction
de nouveaux objets dans leur environnement contrairement aux plus jeunes individus. Cette étude a
mis en évidence qu’avec I'age, les animaux ont des difficultés a mémoriser de nouvelles informations
dans un environnement changeant et complexe. Lorsque les animaux sont placés dans un labyrinthe a
trois panneaux dont deux sont toujours inaccessibles, les adultes persistaient a faire des erreurs
contrairement aux plus 4gés**’. Ce comportement s’explique par une anxiété plus importante chez les
jeunes quand ils sont exposés a un nouvel environnement*%428, Malgré une anxiété plus faible, les
microcebes agés font plus d’erreurs de mémoire de référence et de travail tandis que les plus jeunes
améliorent leurs performances. Cette variabilité a été retrouvée chez les animaux lors de tests adaptés
du labyrinthe de Barnes. En effet, 60% des animaux agés montraient des capacités similaires a celles
des individus adultes®!. De plus, lors d’une tache de discrimination spatiale, les microcébes doivent

faire un choix entre une paire de couloirs (avec une valeur positive ou négative)*?>. Environ 30% des
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individus ont montré une altération importante de leur performance de discrimination et de flexibilité
(valeur pouvant étre inversée d’un essai a l'autre) pour cette tache cognitive. Avec I'age, les
microcebes agés font plus d’erreurs lors d’une tache de mémoire de référence spatiale que les
individus plus jeunes®#®. Ces résultats mettent en évidence les différences de mémoire dans une
tache spatiale lors du vieillissement. Une tache de mémoire de travail spatiale nécessite le maintien
d’une information récente tandis qu’une tache de mémoire de référence spatiale implique le stockage
d’informations a court- et long-terme. Ainsi, avec I'age, la mémoire de travail s’altére tandis que la
mémoire de référence est affectée que pour une partie des animaux.

Enfin, des déficits des fonctions exécutives ont été mis en évidence chez le microcebe agé. Joly
et al.**® ont mesuré les fonctions cognitives lors d’une tache de discrimination visuelle de paires de
stimulus et de son inversion en utilisant un écran tactile. En comparaison avec les adultes, les
microcebes agés ont présenté des déficits cognitifs dans cette tache. L'inversion de la tache a induit
une augmentation d’erreurs de persévérance au cours du vieillissement, indiquant un déficit de la
flexibilité cognitive avec I’age. D’autres études ont montré que le principe d’inversion de la tache lors
d’'un test de discrimination visuo-spatiale permettait de montrer une altération des fonctions
cognitives au cours du vieillissement®4%, Ces résultats mettent en évidence la diminution de la

plasticité et flexibilité cérébrales face a une tache cognitive au cours du vieillissement.

E. Altérations cérébrales

Le vieillissement est associé a la présence d’atrophies de plusieurs zones cérébrales!*151875-77,
Tout comme chez 'Homme, des études d’IRM ont montré que le cerveau du microcebe subit des
altérations cérébrales avec ’age8-281431432 pjcq et al.® ont ainsi mis en évidence que plusieurs régions
corticales, I’hippocampe, ou encore le noyau caudé étaient affectés lors du vieillissement. Cependant,
il existe une différence de réorganisation au sein de I’hippocampe avec I'age. En effet, le gyrus denté
est protégé tandis que la partie postérieure et le parahippocampe sont sensibles au vieillissement*,
Chez le microcébe, le cortex est vulnérable a I’atrophie dont I'ampleur dépend des régions corticales**2,
De plus, I'atrophie des cortex associatifs est importante tandis que les cortex moteur et sensoriel
primaire excepté pour l'aire visuel sont relativement épargnés lors du vieillissement. Afin de
compenser cette perte, le liquide céphalo-rachidien, qui permet de limiter I'impact des mouvements

sur le cerveau, remplit les espaces vides formés par I|'atrophie et son volume augmente

proportionnellement au niveau d’atrophie. Au cours du vieillissement, le microcébe présente une
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hausse du volume de liquide céphalo-rachidien au niveau des régions frontale, pariéto-temporale,
temporale ou encore occipitale®®*> Ces modifications de volume se font progressivement,
commencant par les régions frontales, puis touchant les régions temporales et pariétales, avant
d’atteindre les régions occipitales*®. L’atrophie cérébrale semble toucher seulement une partie des
microcébes agés et débuter entre 5 et 8 ans®¥**, De plus, Picq et al.8! ont montré que I'atrophie
cérébrale était associée a des déficits mnésiques chez le microcébes agés.

Au cours du vieillissement, 60% des microcebes présentent des atteintes cérébrales de type
Alzheimer®. En effet, les microcébes développent spontanément cette pathologie au contraire des
rongeurs mais de maniere différente a I'Homme. Des plaques B-amyloides extracellulaires ont été
caractérisées au sein du cerveau de certains individus*3®, Kraska et al.**® ont suggéré une relation entre
les dépots de protéines amyloides et I'atrophie cérébrale. Le peptide B-amyloide, issu du clivage de la
protéine membranaire APP (Amyloid Precursor Protein) par les enzymes B- et y-sécrétases, s’agrége
sous forme de fibrilles puis en plaques a I'extérieur des cellules nerveuses. Ces plaques créent un
environnement toxique pour le fonctionnement synaptique des neurones provoquant ainsi la mort des
cellules*®. Une autre protéine caractéristique de la maladie d’Alzheimer a été également mis en
évidence chez le microcébe®®. La protéine Tau (Tubule associated unit) permet la stabilisation des
microtubules en interagissant avec la tubuline. Sans la protéine Tau, les microtubules se désagrégent,
formant des agrégats anormaux appelés des dégénérescences neurofibrillaires. La présence de ces
agrégats perturbe le transport axonal de la cellule causant sa mort. Chez le microcébe, la protéine Tau
montre une augmentation de son poids moléculaire au cours du vieillissement en raison d’une
hyperphosphorylation et d’'une modification de sa conformation®*!. Ces changements permettent la
formation d’agrégats stables qui sont présents au sein des dépots de plaques B-amyloides des
microcébes 4gés**. La présence de ces deux atteintes cérébrales explique la diminution de I'activité
de neurotransmission cholinergique et sérotoninergique observée au cours du vieillissement chez le
microcébe?344, Ces altérations sont donc assez similaires a celles observées chez 'Homme. Le
développement d’atrophies cérébrales et de pathologies neurodégénératives pourrait permettre

d’expliquer les altérations cognitives et comportementales observées avec I'age.
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Ce qu'’il faut retenir

Le microcébe est un modele complémentaire aux rongeurs pour I'étude du vieillissement. En
effet, les changements morphologiques, comportementaux et physiologiques que I'on peut observer
avec I’age sont importants pour la compréhension des étapes et mécanismes du vieillissement normal et
pathologique. De plus, les altérations visibles chez le microcébe agé sont similaires a celles décrites chez
I’'Homme et lors de pathologies neurodégénératives®®4¥, La longévité du microcébe, plus longue que
celles des rongeurs et plus courte que les autres modeles de primates non-humain, est idéal pour les
études longitudinales et I'observation des effets a long-terme. Dans ce cadre, le microcébe représente un

modele pertinent pour I'étude de I’évolution des biomarqueurs du vieillissement.
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Objectifs et démarche expérimentale

L'espérance de vie de la population ne cesse d’augmenter. Selon I'OMS, la proportion des
personnes de plus de 60 ans représentera 22% de la population mondiale en 2050, correspondant a
prés de 2 milliards de personnes. Cette augmentation de I'espérance de vie est associée a une hausse
du risque de développer des pathologies liées a I’dge. L'amélioration de la qualité de vie est nécessaire
afin de maintenir les grandes fonctions de I'organisme a un niveau stable. Il est ainsi important de
comprendre les mécanismes menant a I'observation du déclin des fonctions cérébrales au cours du
vieillissement et d’identifier des stratégies capables de préserver ou limiter les altérations cérébrales.
Le mode de vie est considéré comme une stratégie non-pharmaceutique permettant d’induire des
effets bénéfiques sur la santé et le vieillissement cérébral. Les études actuelles s’intéressent a identifier
les facteurs environnementaux et comportementaux qui seraient susceptibles d’agir sur le déclin des
fonctions cérébrales avec I'age. Parmi ces stratégies, 'alimentation et l'activité physique sont
particulierement étudiés afin de comprendre comment ils pourraient affecter les fonctions cérébrales.
Cependant, peu d’études s’intéressent a I'impact de la combinaison de plusieurs facteurs sur le
cerveau et comment ils pourraient influencer le vieillissement cérébral.

La restriction calorique sans malnutrition est une des stratégies non-médicamenteuses
permettant d’augmenter significativement la longévité de plusieurs especes animales (levures,
rongeurs, primates), de retarder le développement de pathologies liées a I'dge. Par ailleurs, cette
intervention induit I'apparition d’atrophies cérébrales dans les zones neurogéniques et en lien avec les
fonctions cognitives.

Par ailleurs, d’autres interventions seraient susceptibles de contrebalancer le développement
d’atrophies par la restriction calorique. La supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 ainsi que
la pratique d’une activité physique permettent I'augmentation des performances cognitives et
stimulent la plasticité cérébrale.

Pour la premiére fois, ces différentes stratégies anti-vieillissement ont été mise en place chez
un primate non-humain, le microcébe (Microcebus murinus). Les altérations cérébrales liées a I'adge
chez cette espece sont comparables a celles observées au cours du vieillissement chez I’'Homme. Pour
cela, nous avons décidé de caractériser le processus de neurogenése au cours du vieillissement chez
le microcebe en lien avec I’évolution des fonctions cognitives avec I’age. Comme la sénescence est un
mécanisme variable s’expliquant par des causes génétiques et environnementales, nous avons décidé
d’étudier les effets de modifications nutritionnelles (restriction calorique et supplémentation en AGPI
n-3) et comportementale (activité physique) sur le processus de vieillissement. Dans ce but, nous avons

décidé d’observer ces stratégies a I’adge adulte afin de comprendre les effets de ces interventions avant
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le déclin des fonctions cérébrales. L’approche multifactorielle développée dans ces travaux de these
permettra de mettre en évidence les réponses adaptatives du microcébe soumis a ces interventions
et de pouvoir extrapoler ces effets au cours du vieillissement cérébral.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail sont présentés sous forme de publications
scientifiques qui ont été acceptées, soumises ou en préparation.

Le premier chapitre s’est intéressé a la caractérisation du processus de neurogenése et des
fonctions cognitives au cours du vieillissement. Nous avons évalué les capacités d’apprentissage et de
mémoire par la tache de discrimination visuelle ainsi que le niveau d’anxiété des animaux grace au test
d’openfield. Nous avons ensuite déterminé I'impact de I’'adge sur les rythmes veille-sommeil et les
ondes cérébrales. Enfin, nous avons caractérisé par immunohistochimie, le processus de neurogenése
et plus particulierement la balance neurone/glie au cours du vieillissement.

Ensuite, I'impact des modifications environnementales a été examiné a travers deux études.
La premiére partie a analysé I'impact d’une supplémentation a long-terme en acide gras polyinsaturés
n-3 sur plusieurs parametres cérébraux tels que les fonctions cognitives, I'activité électrique corticale
et la neurogeneése. La seconde partie s’est consacrée a observer les effets d’une variation quantitative
de I'apport nutritionnel (restriction calorique de 15%) et de I'activité physique sur les fonctions
métaboliques et cérébrales. Dans le cadre de ce chapitre, les fonctions cognitives ont été évalué a
|'aide d’une tache de discrimination visuelle. L'impact des interventions environnementales sur les
capacités cognitives a été testé avant, pendant et apres les périodes de traitements. Nous avons vérifié
la faisabilité de la combinaison de I'activité physique et de la restriction calorique sur la santé par un
suivi de la glycémie. L’association de ces deux traitements correspond a une restriction calorique plus
importante (30%). La mesure de I'activité électrique corticale sur les ondes cérébrales et les rythmes
veille-sommeil a été réalisée par électroencéphalographie (EEG) dans le cadre de I'étude du
vieillissement et de la supplémentation en AGPI n-3. Enfin, nous avons déterminé I'impact des
différentes interventions sur le processus de neurogenese.

En parallele, nous avons décidé d’exploiter les données issues de I'enregistrement EEG
effectué au cours des études précédentes afin de déterminer si durant la torpeur journaliere
(mécanisme d’économie d’énergie), les rythmes veille-sommeil étaient maintenus chez le microcébe.
Le but de ce travail annexe était de mettre en évidence les avantages et inconvénients de |'utilisation
de la torpeur journaliére sur le sommeil en réponse a des conditions environnementales défavorables
(température, pénurie alimentaire). Cette derniére partie ne s’inscrit pas dans le contexte général de
la theése qui porte sur les performances cognitives et la neurogenéese au cours du vieillissement.

En conclusion, nous discuterons des effets des différents traitements sur les paramétres
cérébraux a I’age adulte. Les résultats seront extrapolés afin de pouvoir évaluer I'impact des

modifications environnementales sur le processus de vieillissement cérébral.
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Matériel et méthodes

I. Conditions d’élevage des microcebes et éthique

La colonie de microcebes [agrément n° F91.114.1] du Muséum National d’Histoire Naturelle
(MNHN), située sur le site de Brunoy, est constituée d’environ 450 individus qui descendent d’individus
sauvages importés de Madagascar entre 1967 et 1972. Au sein de la colonie, les animaux sont soumis
a des parametres environnementaux standards : la température ambiante est comprise entre 24 et
26°C, I'humidité relative est maintenue a une valeur de 55%, les rythmes saisonniers et journaliers sont
mimés par un éclairage artificiel afin d’alterner 6 mois de jours courts (10h de jour et 14h de nuit) et 6
mois de jours longs (14h de jour et 10h de nuit). Les microcebes vivent dans des groupes sociaux de 2
a 10 individus du méme sexe. Lorsqu’ils ne sont pas intégrés a un protocole expérimental, leur régime
alimentaire est standardisé et est composé d’une bouillie préparée a base de céréales, de pain
d’épices, de lait concentré non sucré, de fromage blanc, de jaune d’ceuf et d’eau ainsi que de morceaux
de fruits. Le nourrissage est effectué quotidiennement avec une ration précise de bouillie et de fruits.
La bouillie est ainsi composée d’environ 16% de lipides, 23% de protéines et 61% de glucides*®. Les
animaux ont été intégrés dans les différents protocoles a I’dge adulte (au moins 1 an) et isolés dans
une cage individuelle munie d’un nichoir en bois et de branchages. L’attribution des animaux dans
chaque groupe expérimental s’est faite de maniere aléatoire afin d’obtenir des groupes équilibrés.
Les différents protocoles utilisés lors de ce travail de thése ont été approuvés par le "Comité d’Ethique
Cuvier" sous l'autorisation n° 68-018. Pour chaque étude, nous nous sommes conformés a la régle des
3R. Nous avons limité le nombre d’individus tout en ayant un effectif permettant la validation
statistique. Nous avons mis en place un suivi régulier du bien-étre des animaux (enrichissement du
milieu, limitation des périodes d’isolement, temps d’habituation, utilisation d’anesthésie, d’analgésie
et de soins pré-, per- et post-opératoires, application des points limites). Nous avons également
exploité toutes les données au maximum pour répondre a différentes questions en évitant I'utilisation

de nouveaux animaux.
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Démarche expérimentale

A. Evolution des parameétres cérébraux au cours du vieillissement

1. Répartition des animaux

Une cohorte de 33 microcebes, 25 males et 8 femelles, a été constituée pour cette étude avec
un age variant entre 1 et 9 ans au moment de |'expérimentation. Les animaux ont été séparés en deux
groupes : un groupe jeune (1 < 4ge < 5,75 ans) et un groupe d’individus agés (= 5,75 ans). Les individus
des deux groupes ont été isolés et soumis aux mémes conditions standards de température et
d’humidité que celles pratiquées dans le reste de I'élevage. Nous avons évalué les fonctions cognitives,
le niveau d’anxiété, I'activité cérébrale ainsi que le processus de neuroplasticité a 'aide de plusieurs

méthodes décrites ci-dessous.

2. Evaluation des fonctions cognitives : discrimination visuelle

Le test de discrimination visuelle a permis d’évaluer les fonctions cognitives au cours du
vieillissement. Ce dispositif permet de tester les capacités d’apprentissage et de mémoire des animaux
en les entrainant a discriminer des stimuli visuels afin d’obtenir une récompense*?, Le test prend place
dans une cage verticale de dimensions 60 x 60 x 150 cm, composée de contreplaqué, excepté pour la
face avant qui est constituée d’un miroir sans tain en plexiglas, permettant I'observation des individus
(Figure 18). Le dispositif est éclairé par une ampoule de 50W, placée au plafond de la cage. A chaque
essai, I'animal est placé sur la plateforme de départ a travers un cylindre (Figure 18A). Aprés 1 min, le
cylindre est relevé, lui permettant de voir I’environnement alentour. Le microcebe doit ainsi sauter de
la plateforme de départ jusqu’a une des deux plateformes d’arrivée (Figure 18B). L’'une est marquée
d’un stimulus positif et permet I'acces au nichoir (Figure 18C) tandis que I'autre recouverte d’un indice
négatif, entraine la chute de I'animal sur un cousin placé au fond de la cage (Figure 18E). Si I'animal ne
saute pas au bout de 15 s, la plateforme de départ est progressivement inclinée pour augmenter la
motivation de I'animal a sauter. Le saut sur la plateforme positive est considéré comme un essai correct
permettant I'accés au nichoir pendant 2 min, avant d’effectuer un nouvel essai. Sauter sur I'indice
négatif est compté comme un échec et I'animal est replacé dans le cylindre avant I’essai suivant. La
position du stimulus positif est randomisé a chaque essai avec la contrainte que I'indice ne se trouve
pas sur la méme plateforme plus de deux essais consécutifs. Si I'animal saute sur la méme plateforme

4 fois de suite, I'alternance de la localisation de I'indice est suspendu en plagant le stimulus positif sur
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la plateforme opposée jusqu’a ce que le microcebe saute sur celle-ci. La suspension temporaire est
utilisée afin d’éviter le renforcement positif de I'erreur par I'animal. Une session de test est constituée
de 30 essais pouvant étre abrégée si I'animal a effectué 8 essais corrects sur 10 essais consécutifs ou

si I'individu refuse de sauter durant 5 min pendant 5 essais consécutifs.

Figure 18 : Dispositif de discrimination visuelle.
L’appareil mesure 60 x 60 x 150 cm et est composé
de contreplaqué, excepté la face avant qui est un
miroir sans tain (non montré sur le schéma). Le
dispositif est éclairé par une ampoule de 50W placé
au plafond de la cage. Avant de débuter chaque
essai, 'animal est placé sur la plateforme de départ
(A) par l'intermédiaire d’un cylindre. Aprés 1 min, le
cylindre est relevé induisant le début de I’essai.
L’animal doit effectuer un saut de 35 cm afin
d’atteindre une des deux plateformes d’arrivée (15 x
30 cm) (B). Sauter sur la plateforme avec l'indice
positif permet a I’'animal d’atteindre le nichoir (C) en
passant sous un panneau opaque (D). Un saut sur la
plateforme négative induit une chute de I’'animal sur
un cousin (E).

Le test se déroule sur 3 jours. Le premier correspond a la phase d’habituation, aidant a réduire
le stress de I'animal face au dispositif. La session se déroule en 7 étapes avec un apprentissage
progressif du principe de la tache (Figure 19). En premier lieu, une plateforme centrale est fixée devant
I’entrée du nichoir et une rampe est placée afin de relier la plateforme de départ a cette plateforme
centrale sans que I'animal ait besoin d’effectuer de saut (Figure 19A). Dans un second temps, la rampe
est retirée forcant I'animal a devoir effectuer un saut pour rejoindre le nichoir (Figure 19B). Ensuite,
pour les phases 3 et 4, un panneau opaque est ajouté, cachant I’entrée du nichoir, donc I'animal doit
passer en dessous pour y accéder (Figure 19C). Lors des 3 derniéeres étapes, la plateforme centrale est

retirée et une plateforme fixe est placée alternativement a gauche ou a droite du nichoir (Figure 19D).
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Apres cette phase d’habituation, I'animal est soumis a une session d’apprentissage. L'apprentissage
peut se dérouler sur 1 ou 2 deux jours. Enfin, les capacités mnésiques des animaux ont été évaluées
apres une période de 1, 3 ou 6 mois. Pour les sessions d’apprentissage et de mémoire, le nombre total
d’erreurs, le nombre total de refus, correspondant au refus de I'animal de sauter durant 5 min, et le

taux de réussite, représentant le ratio entre le nombre d’essais réussis et le nombre total d’essais.

P |

L] I ® 0/

Figure 19: Les différentes étapes de la phase d’habituation. A : une plateforme centrale est fixée devant I'entrée
du nichoir et une rampe est placée afin de relier la plateforme de départ a la plateforme centrale. B : la rampe
est retirée forgant 'animal a devoir effectuer un saut pour rejoindre le nichoir. C : un panneau opaque est ajouté,
cachant I'entrée du nichoir obligeant I'animal a passer en dessous pour y accéder. D : la plateforme centrale est
retirée et une plateforme fixe est placée alternativement a gauche ou a droite du nichoir.
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3. Mesure de I'anxiété : openfield

Dans ce travail de thése, le test d’openfield, développé chez le rat par Hall**®4%7, 3 été utilisé

afin d’évaluer I'anxiété chez le microcébe**.

4|

Figure 20 : Dispositif d’openfield et profils d’exploration. A : Schéma de la vue du dessus du dispositif d’openfield.
B: Exemples de comportements exploratoires montrant des animaux avec une exploration limitée et une
immobilité prolongée (1, 2 et 4) ou avec une activité plus importante (3,5 et 6).
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Le test prend place dans une enceinte de dimensions 100 x 100 x 20 cm, faite de plexiglas
opaque et brillante et couverte d’'une plaque de plexiglas transparente afin d’empécher I'animal de
s’échapper du dispositif (Figure 20A). L’enceinte est placée dans une piéce éclairée par une lumiere
rouge. La session de test débutait par I'introduction de I'animal dans un coin du dispositif. Pendant
une durée de 30 min, chaque microcébe a été filmé et son exploration de I'environnement détectée
et analysée par tranche de 10s par un systeme de vidéotracking (VideoTrack®, ViewPoint Behavior
Technology, Lyon, France). Ce programme permet de définir deux zones : centrale (trés anxiogene) et
périphérique. A la fin du test, le nichoir a été introduit dans un coin de I'arene et la durée nécessaire
pour retourner dans le nichoir a été mesurée, avec une limite de 5 min, temps au-dela duquel I'animal
était récupéré manuellement. Afin d’analyser les données obtenues, le logiciel BORIS® (Behavioural
Observation Research Interactive Software®*) a été utilisé pour calculer, grace a I'outil des mesures
géomeétriques, la distance parcourue en fonction de la position de son cou. Trois variables ont été
mesurées : la latence de I'animal a effectuer son premier mouvement (exprimée en secondes), la durée
d’exploration durant le test (exprimée en secondes) et la distance totale parcourue par 'individu
(exprimée en centimetres). Ces parametres refleétent I'état d’anxiété et le comportement exploratoire
des animaux. En effet, une exploration faible ou nulle ainsi qu’une latence au premier mouvement

élevée sont corrélées a une forte anxiété chez le microcébe**°.

Ce test permet de mesurer I’émotivité et I'exploration des individus dans un environnement
nouveau. Face a cette situation inconnue, plusieurs comportements peuvent étre observés chez le
microcebe tels qu’une exploration limitée et une immobilité prolongée qui sont des marqueurs d’un

haut niveau d’anxiété (Figure 20B).

4. Mesure de la coordination motrice : rotarod®

Le dispositif du Rotarod® (Mouse Rotarod NG, modéle 47650, UgoBasile®, Gemonio, Italie)
permet d’évaluer les capacités physiques des animaux et notamment leur coordination motrice, leur
endurance et leur équilibre (Figure 21). Le test consiste a placer le microcébe sur un cylindre rotatif (@
5 cm) dont I'accélération est progressive, et de mesurer le temps maximum durant lequel I'animal
arrive a se maintenir en équilibre. Pour chaque microcébe, un essai d’habituation est réalisé au cours
duquel I'animal est placé sur le cylindre dont la vitesse de rotation du cylindre est faible et constante,
a 5 rotations par minute (rpm), pendant 1 min. Lors de la session de test, 5 essais consécutifs sont
réalisés, entrecoupés par un retour dans le nichoir pendant 1 min. Pour chaque essai, la vitesse du

cylindre augmente progressivement, passant de 10 a 30 rpm, en 300 sec. Lorsque le cylindre atteignait
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10 rpm, I'animal est placé sur le Rotarod® et il doit se déplacer pour rester en équilibre. Un essai est
considéré comme terminé lorsque le microceébe est resté en équilibre pendant 5 min. Le test peut finir
avant si I'animal tombe du cylindre ou s’il s’agrippe au cylindre pendant au moins 3 rotations sans
arriver a retrouver son équilibre. Parmi les 5 essais réalisés, la meilleure performance, correspondant

a la durée maximale avant la perte d’équilibre, est relevée pour chaque animal.

Figure 21 : Dispositif du Rotarod®

5. Mesure de I’activité cérébrale : électroencéphalographie

Pour perturber le moins possible les mouvements, un implant télémétrique sans fil (modele
PhysioTelF20-EET, Data Science International, DSI, St. Paul, Minnesota, USA) a été utilisé afin de
mesurer plusieurs signaux physiologiques. Le systéme comprend un transmetteur, des électrodes (fils
en acier inoxydable isolés avec une gaine d’élastomére, @ 0,3 mm) et une plaque réceptrice (RCP-1,
DSI) placée sous la cage de I'animal, qui est connecté a un ordinateur utilisant le logiciel d’acquisition
Dataquest Lab Pro v.3.0. (DSI). Cette méthode permettait d’enregistrer simultanément des sighaux
EEG (électroencéphalographie) et EMG (électromyographie) pour chaque animal (taux

d’échantillonnage 500 Hz), associés a la température corporelle et a I'activité locomotrice (Figure 22).
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Figure 22 : Représentation du systeme télémétrique chez un animal.

Aprés I'administration de diazépam (Valium, 0,2 mL/100g, intra-musculaire), I'anesthésie a été
induite et maintenue par 'inhalation d’isoflurane (Iso-Vet, 100 mg/g, Piramal Healthcare UK Limited,
Morpeth, Northumberland, United Kingdom). Le transmetteur a été implanté dans la cavité
intrapéritonéale et les 4 électrodes sont amenées de 'abdomen a la téte en sous cutanée, en passant
entre les omoplates (Figures 23A-B). Les deux électrodes EEG ont été insérées dans des trous percés a
travers le crane au niveau du cortex préfrontal gauche et droite (2-3 mm latéralement au point
Bregma, 7,5 mm antérieure au point lambda), correspondant a la section transversale 33 de I'atlas de
Bons et al.*** (Figures 23C-D). Les électrodes EMG ont été attachées au niveau des muscles du cou avec
une suture en polyamine non-absorbable tandis que les électrodes EEG sont fixées grace a un ciment
dentaire (Figure 23E). A la fin de la chirurgie, un anti-inflammatoire a été administré en sous-cutanée
(meloxicam, 0,2 mg/kg). Avant le début des enregistrements, une période de repos de 7 jours avec un
suivi quotidien de la cicatrisation et des injections d’antidouleur et anti-inflammatoire pendant les
jours suivants l'opération, suit chaque implantation. Chaque jour, le retour a des rythmes normaux de
température corporelle et d’activité locomotrice ainsi que la stabilisation des signaux EEG ont été
vérifié pour chaque animal. L'implant a été retirée suivant la méme procédure 2 semaines apres la

premiere chirurgie. L’animal retournait dans I'animalerie apres cicatrisation compleéte.
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Figure 23 : Photographies des étapes de la chirurgie d’implantation pour I'électroencéphalographie. A :
insertion de I'implant télémétrique dans la cavité intrapéritonéale. B : passage des électrodes de 'abdomen a la
téte en sous-cutanée. C : deux trous ont été percés au niveau du crdne. D : les électrodes EEG sont insérées dans
les trous. E : les électrodes EEG sont fixées grdce a du ciment dentaire tandis que les électrodes EMG sont
attachées par des sutures en polyamine non-absorbable au niveau des muscles du cou.

Les signaux de température corporelle, d’activité locomotrice, d’'EEG et d’'EMG ont été
enregistrés en continu pendant 7 jours. Les états comportementaux des animaux ont été scorés par
inspection visuelle pour des périodes de 10 s afin de déterminer les phases d’activité, en utilisant le
logiciel Neuroscore v.2.1 (DSI), sur une durée de 48h correspondant au week-end pour diminuer les
perturbations faites aux animaux par le personnel de laboratoire. L'analyse des signaux a permis de
différencier les états comportementaux suivants*? : le sommeil lent sans mouvement oculaire rapide
(Non-Rapid Eye Movement sleep ou NREM), le sommeil paradoxal (Rapid Eye Movement sleep ou
REM), la veille active et la veille lente (Figure 24). La phase de veille est caractérisée par une faible
amplitude et une fréquence élevée du signal EEG et une activité EMG phasique (Figures 24A-B).
Pendant le sommeil REM, le signal EEG était similaire a la veille mais il y avait une atonie musculaire
(Figure 24C). L’observation des signaux lors du sommeil NREM a permis de discriminer deux phases de
sommeil lent chez le microcebe. Le sommeil lent de stade 1 ou NREM1 correspond a la phase
d’endormissement avec une diminution progressive de la fréquence et une augmentation de
I"amplitude du signal EEG associée a une faible activité musculaire en comparaison avec la veille (Figure
24D). La seconde phase du sommeil lent (NREM2) est représentée par I'apparition d’'ondes cérébrales
lentes de forte amplitude, une faible activité EMG et la présence de complexes-K et de fuseaux de

sommeil signifiant la progression dans le sommeil (Figure 24E)*>3-%55,

Par ailleurs, I'activité cérébrale est caractérisée également par ses ondes cérébrales qui sont
des indicateurs de différents processus physiologiques et états comportementaux : delta (0-4 Hz),
théta (4-8 Hz), alpha (8-13 Hz), béta (13-30 Hz) et gamma (30-50 Hz)*®*’. |’analyse de I'importance
des ondes cérébrales a permis de déterminer la densité spectrale de puissance (DSP) des ondes.

L’étude des DSP a été réalisée sur les données EEG a I'aide de scripts Matlab (The MathWorks Inc.,
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Natick, MA) basés sur la méthode de Welch sur la bande de fréquence comprise entre 0 et 50 Hz avec

une résolution de 0,5 Hz.
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Figure 24 : Représentations des signaux musculaires et neuronaux des différentes phases du cycle veille-
sommeil. Enregistrements des signaux EEG et EMG sur une période de 10 s pendant la veille active (A), la veille
calme (B), le sommeil paradoxal ou REM (C), le sommeil NREM1 (D) et NREM?2 (E).
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6. Mesure de la neurogeneése

L’évaluation de la neurogenése et de la balance neurone/glie a été réalisée chez les deux
groupes par la méthode d’immunohistochimie. A la fin des expérimentations, du bromodéoxyuridine
(BrdU, 10 mg/mL, dissous dans du NaCl 0,9%, pH=7,4) a été injectée dans la cavité intrapéritonéale (50
mg/kg), une fois par jour, pendant 3 semaines chez 6 animaux (4 males et 2 femelles) sélectionnés et
répartis dans les deux groupes. Les animaux ont été euthanasiés 20h aprés la derniere injection de
BrdU. lls ont été profondément anesthésiés avec une dose létale de pentobarbital (50 mg/ml) puis
perfusés avec une solution de paraformaldéhyde (PFA 4%/PBS 0,1M). Les cerveaux ont été retirés de
la boite cranienne puis placés, pendant 24 h, a 4°C, dans une solution fixative (PFA 4%/PBS 0,1M).
Aprés un ringage avec du PBS, les cerveaux sont immergés dans une solution cryoprotectrice (azide
1%/sucrose 30%/PBS 0,1M) pendant plusieurs jours. lls sont placés dans un milieu d’enrobage (Tissue-
Tek®) puis ils sont congélés par immersion dans de I'isopentane a -40°C pendant 2-3 min. Les blocs

formés sont ensuite stockés a -80°C jusqu’a la découpe.

Les blocs ont été coupés a I'aide d’un cryostat (Leica®), a une température de -20°C. Pour
chaque cerveau, un des deux lobes a été sectionnés de maniére coronale tandis que I'autre I'a été de
maniére sagittale, en suivant la ligne médiane, avec une épaisseur de 30 um. Les coupes ont été
placées dans des boites 24 puits contenant une solution de PBS/azide 0,1% et conservés a 4°C jusqu’au
marquage immunohistochimique. Pour les coupes coronales, plusieurs zones cérébrales ont été
analysés : les bulbes olfactifs, la partie dorsale de la ZSV et la corne (structure de la ZSV caractérisant
le début du CMR) (Figure 25). Les sections sagittales comprenant les bulbes olfactifs ont été utilisées

afin d’étudier la migration neuronale via le CMR.
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Figure 25 : Représentations des différentes zones cérébrales du microcébe selon le type de coupe effectué au
cryostat. A: Schéma d’une coupe sagittale du cerveau de microcébe montrant la localisation de la cavité
ventriculaire et des bulbes olfactifs. B : Schéma de I’évolution de la cavité ventriculaire sur des coupes coronales
de microcébe contenant la ZSV. C : Schéma de I’évolution de I’hippocampe dont est issu la zone sous-granulaire
sur des coupes coronales de microcébe.

Les différentes sections obtenues ont été traitées par la méthode d’'immunohistochimie. Cette
technique permet la détection de différents constituants (glucides, lipides, protéines, acides
nucléiques...), au niveau des cellules et tissus, en utilisant des anticorps (immunoglobulines) qui sont
dirigés spécifiguement contre ces antigenes. Afin de visualiser le site de conjugaison anticorps-
antigene, un deuxieme anticorps dirigé contre le complexe primaire, couplé a un fluorochrome, est
déposé sur les coupes et la réaction est visualisée par microscopie. Les coupes coronales de la ZSV ont
permis d’étudier I'impact du vieillissement sur la prolifération cellulaire ainsi que sur la balance
neurone/glie. Afin de différencier les différents types cellulaires ainsi que le stade de maturation
cellulaire, plusieurs marqueurs ont été utilisés : Sox2 permet de marquer spécifiquement les cellules
souches et progénitrices neurales, la doublecortin (DCX) qui caractérise les neuroblastes, Olig2 est
spécifique des progéniteurs oligodendrocytaires et Ki67 qui est un marqueur de la prolifération
cellulaire. La mise en évidence du courant de migration rostral (CMR) des neuroblastes exprimant le
marqueur DCX a été faite sur les coupes sagittales des animaux. Les coupes coronales ont été
également utilisées afin d’observer le devenir des neuroblastes exprimant Sox2 qui ont migré de la ZSV
via le CMR. L’étude de la balance neurone/glie a été effectuée chez tous les animaux des deux groupes

(3 par groupe). Cependant, la présence de prolifération cellulaire au sein de la ZSV a été réalisée sur
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seulement un animal par groupe. La migration des neuroblastes via le CMR et leur devenir au niveau
des bulbes olfactifs ont été étudiés chez un seul individu. Pour chaque animal, quatre coupes, séparées

de 270 um, ont été sélectionnées afin d’effectuer I'immunomarquage.

Les coupes ont commencé par étre incubées pendant 30 min dans une solution de blocage
(PBS/Triton 0,2%/BSA 1%/Sérum de jument 10%) qui permet la perméabilisation des cellules ainsi que
la saturation des sites spécifiques. Ensuite, toutes les coupes ont été incubées dans une solution
contenant les différents anticorps primaires, pendant la nuit, a 4°C : anti-Sox2 (anticorps polyclonal de
chévre, Santa Cruz sc17320, dilution au 1/300), anti-Ki67 (anticorps polyclonal de lapin, Abcam
ab15580, dilution au 1/800), anti-DCX (anticorps polyclonal de chévre, Santa Cruz sc8066, dilution au
1/500), anti-Olig2 (anticorps polyclonal de lapin, Millipore AB9610, dilution au 1/300. Les coupes ont
été rincées avec du PBS (3 x 5 min) puis les coupes contenant la ZSV ont été incubées dans la solution
d’anticorps secondaires : anticorps anti-chévre d’ane (Invitrogen, A594nm, dilution au 1/500) et anti-
lapin d’ane (Invitrogen, A488nm, dilution au 1/500), pendant 2h, a température ambiante. Les noyaux
cellulaires ont été marqués, 5 min, avec une solution de DAPI, a température ambiante. Pour finir, les
coupes ont été montées entre lames et lamelles avec un milieu ProLong™ puis conservées a 4°Cjusqu’a
I"acquisition des images.

L'observation de 'immunomarquage a été effectuée a I'aide d’un microscope confocal Leica
TCS-SP5 (objectif x40, résolution 1024 x 1024 pixels). La partie dorsale de la ZSV ainsi que la corne,
correspondant au début du CMR, ont été imagées sur les coupes coronales tandis que le CMR entier

ainsi que les bulbes olfactifs ont été observés sur les coupes sagittales (Figure 26).

Figure 26 : Schéma représentatif des régions
étudiées du ventricule latéral et de la ZSV chez un
microcébe. Les zones imagées le long de la corne
sont encadrées en rouge tandis que les régions
imagées le long du ventricule latéral (ZSV dorsale)
sont en bleu.
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Les cellules DCX+ et Olig2+ ont été comptées, manuellement, a I’aide du plugin cell counter du
logiciel Imagel©. La densité des cellules immuno-positives a été calculée en rapportant le nombre de

cellules immuno-positives a la surface de la zone comptée.

84



7. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, USA) et R v.3.5.2. Tout d’abord, la normalité des données a été testée a 'aide
du test de Shapiro-Wilk. Les données aberrantes ont été identifiées par I'intermédiaire du test de Dixon
et exclues du reste des analyses statistiques. Les valeurs sont représentées comme la médiane + |'écart
interquartile. Pour les résultats de Rotarod, d’openfield et pour les valeurs de taux de réussite lors du
test de discrimination visuelle, des corrélations de Pearson ont été utilisées. Puis, afin de comparer les
variables quantitatives d’openfield et de discrimination visuelle, les tests de Mann-Whitney ont été
utilisées pour des données indépendantes et appariées. Pour les données d’EEG, la répartition des
différents états comportementaux et les valeurs de DSP ont été analysées a I'aide du test de Student
avec correction de Welch. Les différences dans le processus de neurogenése ont été analysées a I'aide

d’un modeéle mixte avec mesures répétées. L’hypothese nulle a été rejetée si p < 0,05.

B. Effets des modifications environnementales

1. Etude 1: Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras
polyinsaturés n-3
a. Répartition des animaux et conditions expérimentales

Vingt microcébes males adultes ont été utilisés pour cette étude. Les animaux étaient
maintenus dans des cages individuelles (40 cm x 40 cm x 35 cm) et soumis aux mémes conditions
standards de température et d’humidité que celles pratiquées dans le reste de I'élevage. Pendant une
période de 21 mois, les animaux ont été exposés a une alternance saisonniére consistant a une période
de 6 mois de jours longs (14h de lumiere et 10h d’obscurité, données a TO et T12) et une période de 6
mois de jours courts (10h de lumiere et 14h d’obscurité, données a T6 et 18). Les microcébes ont été

nourris quotidiennement avec une bouillie composée de céréales, d’eau, de lait concentré et d’ceuf.

b. Protocole alimentaire

A partir de I’dge moyen de 4 ans, les animaux ont débuté un régime alimentaire qui a été

maintenu jusqu’a la fin de I’étude. La bouille journaliére a été supplémentée avec 0,18 g d’huile de
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thon (OMEGAVIE, Polaris, Pleuven, France), naturellement riche en AGPI n-3, ou d’huile d’olive, riche
en acides gras monoinsaturés et trés pauvre en AGPl n-3. Les microceébes ont été assignée
aléatoirement a un des deux régimes (groupe Contrdle, n = 10 ; groupe AGPI n-3, n = 10). Deux
individus du groupe Controle (CTL) sont décédés respectivement a 12 et 18 mois apres le début du
protocole. Les animaux du groupe AGPI n-3 ont recu approximativement 6 mg d’EPA et 30 mg de DHA
par jour, correspondant aux apports d’AGPl n-3 recommandés pour la population adulte francaise

(respectivement 0,06 et 0,3 % de I'énergie totale quotidienne)*.

c. Analyse des lipides sanguins circulants

Apreés le dernier test d’openfield, des échantillons de sang ont été prélevés dans des tubes
héparinés chez 3 animaux de chaque groupe sélectionnés pour I’'étude de la neurogeneése. Les tubes
ont été centrifugés puis le plasma a été stocké a -80°C en attendant les analyses lipidiques. Les étapes
d’extraction et d’analyse ont été effectuées par S. Benatia et J.-C. Martin, du laboratoire "Nutriments
Lipidiques et Prévention des Maladies Métaboliques" de I'Université Aix-Marseille. L'extraction des
lipides du plasma a été réalisée avec une solution de chloroforme et méthanol (2:1), selon la méthode
de Folch®®. Les phospholipides totaux ont été isolés a I'aide d’une chromatographie liquide en phase
solide sur des billes de silices, I'élution séquentielle a été faite avec du chloroforme, puis avec du
méthanol, laquelle contient la fraction phospholipidique*®. Tous les éluants ont été séchés avec du
nitrogene, et les fractions phospholipidiques ont été transméthylées avec 10% de trifluoride de bore
(Fluka, Sokolab), a 90°C pendant 20 min®!. Les esters méthyliques d’acides gras ont ensuite été
analysés par chromatographie gazeuse*®?. La composition en acides gras a été exprimée en g/100g

d’acides gras totaux.

d. Fonctions cognitives : discrimination visuelle

Le dispositif et le déroulement de I'habituation et d’une séance de test ont été décrits
précédemment (section Matériels et Méthodes-1.A.2). Pendant la durée de I'expérience de
supplémentation, des tests de discrimination visuelle ont été effectués tous les 6 mois. Les sessions
ont eu lieu sur une période de 3 jours consécutifs. Avant le début de la supplémentation (T0), le
premier jour de test a été dédié a une séance d’habituation. Au cours des sessions suivantes (T6, T12

et T18), lamémoire a long-terme a été testée le premier jour, en présentant la méme paire de stimulus
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utilisée durant la session d’apprentissage précédente (TO, T6 et T12). Durant le protocole, les deux

jours suivants des sessions ont été consacrés a un nouveau test d’apprentissage.

e. Mesure de I’anxiété : openfield

Le dispositif et le déroulement du test d’openfield ont été décrits précédemment (section
Matériels et Méthodes-1.A.3). Le niveau d’anxiété a été déterminé au début de la période de

supplémentation (TO) et aprés 20 mois de traitement (T20).

f. Mesure de I’activité cérébrale : électroencéphalographie

La méthode d’électroencéphalographie est similaire a celle décrite dans la section Matériels et
Méthodes-1.A.5. Les signaux EEG et EMG ont été enregistrés pendant 7 jours consécutifs. Les états
comportementaux ont été déterminés par inspection visuelle a I'aide du logiciel Neuroscore v.2.1 (DSI)
sur une période de 48h durant le week-end afin de limiter les interactions avec le personnel de
laboratoire. La répartition des phases de veille-sommeil a été effectuée puis comparée entre les deux
groupes. L’analyse des DSP a été réalisée sur les données EEG |'aide de scripts Matlab (The MathWorks
Inc., Natick, MA) basés sur la méthode de Welch sur la bande de fréquence comprise entre 0 et 50 Hz
avec une résolution de 0,5 Hz. Pour chaque animal, une période de veille active de 2h, extraite de la
période de 48h mentionnée précédemment), a été analysée. Les valeurs de PSD moyennes ont été
calculées séparément pour les plages d’ondes suivantes : delta (0-4 Hz), théta (4-8 Hz), alpha (8-13 Hz),
béta (13-30 Hz) et gamma (30-50 Hz) qui peuvent étre associées avec certains états

comportementaux*>®47,

g. Mesure de la neurogenése

La mesure de la neurogenese utilisée dans cette étude est différente de celle mentionnée dans
la section Matériels et Méthodes-1.A.6. A la fin du protocole de supplémentation en AGPI n-3, du BrdU
(10 mg/mL, dissous dans du NaCl 0,9%, pH=7,4) a été injectée deux fois par jour pendant 2 semaines
chez 6 animaux sélectionnés au hasard (3 par groupe). La dose quotidienne de BrdU injectée était

similaire entre les deux études. Le protocole d’euthanasie est identique a celui de I'étude précédente
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(section Matériels et Méthodes-1.A.6). Aprés la congélation des cerveausx, les blocs ont été sectionnés
de maniére coronale avec une épaisseur de 7,5 um a I'aide d’un cryostat, a 20°C. Les sections ont été

montées sur lames superfrost+ et puis conservées a -80°C.

Des séries de sections cérébrales adjacentes ont effectuées 3 lavages successifs de 15 min dans
une solution de PBS (Phosphate Buffer Saline) Tween 0,1%. Afin de démasquer les sites antigéniques
qui ont subis un changement de conformation suite a I'étape de fixation au PFA ce qui induirait une
mauvaise reconnaissance de I'antigene par I'anticorps, les lames sont plongées dans du tampon citrate
chaud pendant 20 min. Les sections ont été de nouveau rincées avec la solution de PBS Tween 0,1% (3
x 15 min). Ensuite, chaque lame a été incubée avec 500 pL d’une solution de blocage (BSA 2%/PBS
Tween 0,1%), dans une chambre humide durant 20 min. Une solution d’anticorps primaires a été
préparée contenant des anticorps monoclonaux anti-BrdU de souris (BD Sciences, Cat. 555627,
dilution au 1/200) et anti-NeuN de lapin (abcam, ab104225, dilution au 1/1000). Les lames ont été
séparées en deux groupes et les sections ont été incubées toute la nuit, dans une chambre humide a
4°C, avec soit le mélange d’anticorps (anti-BrdU/anti-NeuN) soit du tampon de blocage (lames
controles). Le jour suivant, les lames ont été rincées avec du PBS Tween 0,1% (3 x 15 min). Les sections
ont été ensuite incubées pendant 2h, dans une chambre humide, a température ambiante, avec 250
puL d’une solution d’anticorps secondaires contenant un anticorps Alexa Fluor 555 anti-souris
(ThermoFisher Scientific, A-31570, anticorps d’ane anti-souris, dilution au 1/500) et un anticorps Alexa
Fluor 488 anti-lapin (ThermoFisher Scientific, A-11034, anticorps de chévre anti-lapin). Enfin, elles ont
été lavées au PBS Tween 0,1% (2 x 15 min) puis au PBS pendant 15 min. Une goutte de milieu de
montage avec du DAPI a été déposée sur la lame avant de placer la lamelle. Les lames ont été lutées
avec du vernis puis ont été mises a sécher 5 min avant d’étre placées a 4°C jusqu’a I'observation au

microscope a fluorescence.

Le nombre total de cellules marquées NeuN+ et doublement marquées NeuN+/BrdU+ a été
déterminé dans différentes zones cérébrales : I'amygdale (zone cérébrale impliquée dans les émotions
ou dans les réponses comportementales associées a la peur et a I'anxiété), le bulbe olfactif, les cortex
visuel et auditif, le GD et la ZSV. Puis, afin d’estimer I'effet de la supplémentation en AGPI n-3 sur la
neurogenése, le rapport entre les cellules doublement marquées (NeuN+/BrdU+), correspondant aux
neurones nouvellement formés, et le nombre total de neurones (NeuN+). Les sections ont été
observées a I'aide d’'un microscope a fluorescence utilisant un objectif avec un grossissement x 20. Les
images ont été obtenues avec une caméra Olympus DP73. Le comptage cellulaire a été réalisée a I'aide
du logiciel Imagel© (plugin cell counter). Pour chaque animal et pour chaque région cérébrale, afin de
minimiser la variabilité, entre 3 et 6 sections ont été choisies et un seul champ d’observation a été

utilisé. Un atlas stéréotaxique a permis 'identification des zones cérébrales d’intérét*?,
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h. Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées avec Rv.3.5.2., excepté pour les résultats de DSP qui ont
été analysés a I'aide du logiciel GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, Inc. La Jolla, USA). Tout d’abord,
la normalité des données a été testée a I'aide du test de Shapiro-Wilk. Le Tableau S1 montre, pour
chaque animal, les différents résultats obtenus et utilisés pour I'analyse. Les données de discrimination
visuelle, d’openfield et de DSP ont été exprimés comme la médiane + I'écart interquartile tandis que
pour les résultats de neurogenése, comme la moyenne * |'erreur standard de la moyenne (SEM). Pour
tous les résultats, la médiane, les quartiles, la moyenne, le minimum et le maximum ont été compilés
dans le Tableau S2. Les données aberrantes ont été identifiées et exclues par le test de Dixon. Un
animal du groupe AGPI n-3 a été exclu des résultats de DSP (p < 0,002). Un autre animal du groupe
AGPI n-3 a été exclu pour les refus lors de I'apprentissage (p < 0,002) et la mémoire (p = 0,02) durant
le test de discrimination visuelle a T18. La composition des lipides sanguins circulants des deux groupes
a été comparée a l'aide du test de Student avec correction de Welch. Les performances de
discrimination visuelle ont été analysées avec un modéle ANOVA mixte avec des mesures répétées et
plusieurs facteurs tels que le temps (intra-sujet) et le régime (inter-sujet). Les données d’openfield ont
été comparées avec un test factoriel similaire mais en utilisant un test non-paramétrique (package
nparLD)*3, Les résultats de DSP ont été analysés avec un test de Mann-Whitney. Trois animaux (1 du
groupe CTL et 2 du groupe AGPI n-3) ont été exclus de I'analyse des DSP a cause d’un trés grand nombre
d’artéfacts dans le signal EEG. Pour les données de neurogenése, le nombre total de cellules NeuN+ et
NeuN+/BrdU+, pour chaque groupe, a été comparé a l'aide du test de Wilcoxon. Le ratio de
neurogenése a été analysé avec un modele mixte avec des mesures répétées des différentes coupes
pour chaque animal. Pour 'ensemble des tests statistiques, I'hypothése nulle a été rejetée lorsque p <

0,05.

2. Combinaison d’une variation quantitative de I’apport alimentaire et de
I’activité physique sur les fonctions métaboliques et cérébrales

a. Répartition des animaux

Dans cette étude, vingt femelles microcebes adultes ont été sélectionnées dont I'dge médian
était de 3,25 + 1,71 ans. Les animaux étaient maintenus dans des cages individuelles (40 cm x 40 cm x

35 cm) et soumis aux mémes conditions standards de température et d’humidité que celles pratiquées
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dans le reste de I'élevage. Pendant une période de 6 mois, les animaux ont été exposés a une
photopériode longue correspondant a 14h de lumiéere et 10h d’obscurité. Les microcébes ont été

nourris quotidiennement avec une bouillie composée de céréales, d’eau, de lait concentré et d’ceuf.

b. Protocole alimentaire et comportemental

Apres une premiére session de tests cognitifs et I’évaluation du métabolisme du glucose (T0),
les microceébes ont été séparés en 4 groupes afin d’obtenir des groupes homogénes au niveau du poids
et des performances cognitives : un groupe contrdole (CTL) nourris avec le régime standard composé
de 15 g de bouillie et de 6 g de fruits frais par jour (correspondant a un apport de 105 kJ/jour), un
groupe soumis a une restriction calorique (RC) qui ont été nourris avec le méme régime mais ont recu
un apport réduit de 15% par rapport au groupe CTL (12,75 g de bouillie et 5,1 g de fruits, correspondant
a un apport de 89 kl/jour), un groupe ayant recu le méme apport que les individus CTL mais ont été
soumis a 2 x 30 min d’activité physique forcée sur un tapis roulant (ACT), 5 fois par semaine (vitesse :
0,2 m/s, inclinaison : 0°) et un dernier groupe soumis a une combinaison de la restriction calorique et
de I'activité physique (RC+ACT) (Figure 27). L'intensité et la durée des séances d’exercices ont été
déterminées a partir des recommandations de 'OMS chez ’'Homme avec une pratique d’une heure

d’activité par jour.

Figure 27 : Dispositif d’activité physique. Le dispositif est composé d’une unité de contréle (a gauche) et d’un
tapis roulant (a droite). L’animal était placé dans un couloir composé de plexiglas bloqué par une planche
recouverte de mousse pour l'inciter a courir.

Pendant les 6 mois suivants, les animaux ont recu ces différents traitements et leur poids a été
suivie de maniere hebdomadaire afin de surveiller la santé des animaux. Si les animaux pesaient 60 g,

la restriction calorique était temporairement suspendue pendant 1 a 2 semaines, afin d’augmenter le
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poids de I'animal. Tous les 3 mois, des tests cognitifs, des échantillons de sang et d’urine ainsi qu’un
test de tolérance orale au glucose (OGTT, oral glucose tolerance test) ont été effectuées. Apres 6 mois
de traitements, la quantité de tissu adipeux (TA) a été déterminée soit par la méthode de Résonnance
Magnétique Nucléaire (RMN) soit par dissection lors des euthanasies. Une partie des animaux a été

euthanasiée pour l'analyse de la neurogeneése.

c. Fonctions cognitives : discrimination visuelle

Le dispositif et le déroulement de I'habituation et d’une séance de test ont été décrits
précédemment (section Matériels et Méthodes-I.A.2). Pendant la durée de I'expérience, des tests de
discrimination visuelle ont été effectués tous les 3 mois. Les sessions ont eu lieu sur une période de 3
jours consécutifs. Avant le début de la supplémentation (T0), le premier jour de test a été dédié a une
séance d’habituation. Au cours des sessions suivantes (T3 et T6), la mémoire a long-terme a été testée
le premier jour, en présentant la méme paire de stimulus utilisée durant la session d’apprentissage
précédente (TO, T3). Durant le protocole, les deux jours suivants des sessions ont été consacrés a un

nouveau test d’apprentissage.

d. Mesure de la glycémie

La tolérance au glucose des animaux a été mesurée grace au test de tolérance orale au glucose
(OGTT). Le métabolisme du glucose a été mesuré avant le début des traitements et puis tous les 3
mois, par une méthode non-invasive avec un glucomeétre portatif (One Touch Verio®, Lifescan), a la fin
de la période de repos, avant que la nourriture soit disponible pour les animaux. Une solution de
glucose (1,75 mg/g du poids corporelle), composée de glucose anhydre (Glucose Rectapur®, BHD
Prolabo, UK) dilué dans 0,6 mL d’eau, a été administrée per os pendant une durée de 1 min. Un
échantillon de sang ainsi que la mesure de la glycémie a jeun ont été effectués avant I’'administration
du glucose. Ensuite, apres 15, 20, 60, 90 et 120 min, la glycémie a été mesurée en suivant son évolution
temporelle. Les valeurs ont été compilées dans un graphique avec le temps (min) comme axe

horizontale et le niveau de glucose (mmol/L) comme axe verticale.

Les échantillons de sang ont été collectés via la veine saphéne, sans anesthésie, au méme
moment que la mesure de la glycémie a jeun, avec des capillaires contenant de I'EDTA (acide

éthyléenediaminetétraacétique), et représentant moins de 1% du volume sanguin de chaque animal.
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Les tubes ont été centrifugés a 2000 g, pendant 30 min, a 4°C. Le plasma isolé a été utilisé afin de
pouvoir, par la suite, mesurer l'insuline a jeun avec la méthode de dosage de I'insuline humaine

(technologie Elisa, Cat # EZHI-14K).

e. Mesure de la neurogenése

La mesure de la neurogenése utilisée dans cette étude est identique a celle mentionnée dans
la section Matériels et Méthodes-1.A.6. A la fin de I'expérience, du BrdU (10 mg/mL, dissous dans du
NaCl 0,9%, pH=7,4) a été injectée une fois par jour pendant 3 semaines chez 12 animaux (3 par groupe).
Les animaux ont été euthanasiés 20h apres la derniére injection de BrdU. Ills ont été profondément
anesthésiés avec une dose létale de pentobarbital (50 mg/ml) puis perfusés avec une solution de
paraformaldéhyde (PFA 4%/PBS 0,1M). Les cerveaux ont été retirés de la boite cranienne puis placés,
pendant 24 h, a 4°C, dans une solution fixative (PFA 4%/PBS 0,1M). Aprés un rincage avec du PBS, les
cerveaux sont immergés dans une solution cryoprotectrice (azide 1%/sucrose 30%/PBS 0,1M) pendant
plusieurs jours. lls sont placés dans un milieu d’enrobage (Tissue-Tek®) puis ils sont congélés par
immersion dans de I'isopentane a -40°C pendant 2-3 min. Les blocs formés sont ensuite stockés a -

80°C jusqu’a la découpe. Les résultats de la neurogenése n’ont pas été inclus dans ce travail de these.

f. Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées en utilisant les logiciels GraphPad Prism 6 (GraphPad
Software, Inc. La Jolla, USA) et R v.3.5.2. Tout d’abord, la normalité des données a été testée a I'aide
du test de Shapiro-Wilk. Les données aberrantes ont été identifiées par I'intermédiaire du test de Dixon
et exclues du reste des analyses statistiques. Les valeurs sont exprimées en médiane * |'écart
interquartile (EIQ). La variation du poids des animaux entre TO, T3 et T6 a été comparés deux a deux
par un test de Student non apparié. Les données de masse grasse ainsi que de I'évolution de la
glycémie pour chaque test OGTT ont été analysées par 'intermédiaire d’un test ANOVA. Les données
de glycémie (TO, T3 et T6) ont été comparées avec un test factoriel similaire mais en utilisant un test
non-paramétrique (package nparlLD)*®3.Les performances de discrimination visuelle ont été analysées
avec un modele ANOVA mixte avec des mesures répétées et plusieurs facteurs tels que le temps (intra-
sujet) et le régime (inter-sujet). Pour I'ensemble des tests statistiques, I’hypothése nulle a été rejetée

lorsque p < 0,05.
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Résultats

I. Evolution des parameétres cérébraux au cours du vieillissement

A. Fonctions cognitives : discrimination visuelle

Afin d’étudier les fonctions cognitives au cours du vieillissement, les animaux ont effectué une
tache de discrimination visuelle. Il n’existe aucune corrélation significative entre le taux de réussite et
I’dge durant I'apprentissage ou I'exercice de mémoire (Figures 28A-B). Durant I'apprentissage et
I’exercice de mémoire, deux sous-populations d’individus ont été observées : certains animaux ont
présenté de meilleures performances que les autres (Apprentissage : U =0, p < 0.0001 ; Mémoire : U
=9, p < 0,0001). Pendant I'apprentissage, le taux de réussite n’était pas significativement différent
entre les individus jeunes (0,21 + 0,52) et dgés (0,49 + 0,54 ; U = 93, p = 0,90) (Figure 28C). Lors de
I’exercice de mémoire, les individus jeunes ne réussissaient pas mieux (0,17 + 0,61) que les animaux

plus agés (0,67 £ 0,65 ; U =53, p =0,16) (Figure 28D).
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Figure 28 : Evolution du taux de réussite avec le vieillissement lors d’une tdche de discrimination
visuelle. Relation entre le taux de réussite et I’dge des individus lors d’une tdche d’apprentissage (A) et d’un
exercice de mémoire (B). Chaque symbole représente un individu (A : n = 28 ; B = 27). Les droites représentent la
ligne de régression linéaire par l'intermédiaire d’une corrélation de Pearson. Pour chaque test, les performances
individuelles de chaque animal ont été montrées séparément pour les sessions d’apprentissage (C) et de mémoire
(D). C: Jeunes, n = 16 ; Agés, n = 12. D : Jeunes, n = 18 ; Agés, n = 9. Pour chaque groupe, les données ont été
exprimées comme la médiane * I’écart interquartile.
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Durant les tests de discrimination visuelle, certains animaux ont refusé de réaliser la tache
(Figure 29). Quel que soit I'exercice, il n’existe aucune différence significative au niveau du nombre de
refus, entre les groupes jeunes (Apprentissage : 6,5 + 10 ; Mémoire : 5 + 5) et agés (Apprentissage : 0

+10, U =104,5, p=0,54 ; Mémoire : 2+ 7, U =89,5, p =0,80) (Figures 30A-B).
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Figure 29 : Impact du vieillissement sur le nombre de refus lors d’une tdche de discrimination visuelle. Pour
chaque test, les performances individuelles de chaque animal ont été montrées séparément pour les sessions
d’apprentissage (A) et de mémoire (B). A : Jeunes, n = 20; Agés (> 5,75 ans), n = 12. B : Jeunes, n = 19 ; Agés (>
5,75 ans), n = 10. Pour chaque groupe, les données ont été exprimées comme la médiane + I’écart interquartile.

B. Mesure de I'anxiété : openfield

Le niveau d’anxiété des individus a été déterminé grace aux parametres suivants : la latence
avant le premier mouvement, le temps et la distance d’exploration (Figure 30). La latence avant le
premier mouvement n’était pas corrélée a I’age des animaux (Figure 30A). Méme si les individus jeunes
ont effectué leur premier mouvement plus rapidement (500,0 s + 1408,9) que les animaux agés (1250,0
s + 1800), aucune différence significative entre les deux groupes n’a été montrée (U = 37 ; p = 0,53)
(Figure 30B). Lors du test, aucune corrélation n’a été trouvée entre la distance parcourue et I'dge des
animaux (Figure 30C). La distance parcourue n’était pas significativement différente entre les jeunes
(218,6 cm £ 1075,4) et les 4gés (19,6 cm £927,5 ; U =35, p = 0,43) (Figure 30D). En lien avec la distance
effectuée, la durée d’exploration n’était pas corrélée avec I'dge (Figure 30E). Les individus jeunes n’ont
pas exploré plus longtemps (10,6 s * 37,9) que le groupe agé (3,6 s + 89,2 ; U = 40, p = 0,70) (Figure
30F).
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Figure 30 : Evolution de I’anxiété lors du test d’openfield. Relation entre la latence au premier mouvement (A),
la distance parcourue (C) ou la durée d’activité (E) et I'dge. Chaque symbole représente un individu (n = 19). Les
droites représentent la ligne de régression linéaire par I'intermédiaire d’une corrélation de Pearson. Pour chaque
test, les performances individuelles de chaque animal ont été montrées séparément pour la latence au premier
mouvement (B), la distance parcourue (D) et la durée d’activité (F). B : Jeunes, n =13 ; Agés, n = 6. D : Jeunes, n =
13; Agés, n = 6. F: Jeunes, n = 13 ; Agés, n = 6. Pour chaque groupe, les données ont été exprimées comme la
médiane * I'écart interquartile.
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C. Mesure de la coordination motrice : rotarod®

La mesure de la coordination motrice n’a pas permis de montrer de différence significative
entre les individus jeunes et agés (Figure 31). Les animaux agés ont eu tendance a conserver une

coordination motrice a un niveau équivalent a celui des individus plus jeunes.
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Figure 31 : Evolution du temps maximal passé sur le Rotarod en fonction de I’dge. Relation entre la durée
maximale passée sur le dispositif et I'dge. Chaque symbole représente un individu. La droite représente la ligne
de régression linéaire (corrélation de Pearson avec les valeurs de r et p) (n = 13).

D. Mesure de I'activité cérébrale : électroencéphalographie

Basé sur I'analyse des signaux EEG et EMG pendant une période de 48 h, la distribution des
différents stades du cycle veille-sommeil a été calculée lors des périodes nocturnes et diurnes (Figures
32 et 33). Tout d’abord, la relation entre la proportion de chaque phase et I'age des animaux a été
déterminée par une corrélation de Pearson (Figure 32). Durant la période d’activité nocturne, aucune
corrélation n’a été montrée pour les stades de veille active (A : r>=0,02, p = 0,59), de sommeil REM (r?
= 0,006, p = 0,78) et NREM (NREM1 : r? = 0,04, p = 0,46 ; NREM2 : r2 = 0,06, p = 0,35) (Figure 32A). La
veille calme était significativement diminuée au cours du vieillissement (W : r? = 0,45, p = 0,005).
Pendant la période de repos, le vieillissement n’a pas induit de modifications de la proportion des
phases de veille calme (W : r?2=0,06, p = 0,37) et de sommeil (REM :r?=0,03, p=0,58 ; NREM1 : r? =
0,008, p = 0,75) excepté pour les stades de veille active (A : r? = 0,42, p = 0,007) et de sommeil NREM2
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(r* = 0,42, p = 0,007) qui ont subis respectivement une diminution et une augmentation avec 'age

(Figure 32B).

A Nui B
uit
J Jour
S
— 100 -@ NREM2 100 @ NREM2 =
_5 NREM1 ] NREM1
g 80 -@ REM ) 80 -® REM
= W =% p w .
B s0]e A 60]-® A * e o —°
© 1 /_/"”1. [ ]
) ® ] e Py
T 40 ® ® ] ° 407 —8 e o
Q ]
= - - ° ° ] & — ® °
*s- 20 ° Py | 20’: a2 )
o ] _ L Lr O
5 o oo ——aleg 8 o 8§ ol 8o o¥e o T8
g 0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
Age Age

Figure 32 : Evolution du pourcentage de distribution des phases de veille-sommeil avec I’dge durant les
périodes nocturnes (A) et diurnes (B). Pourcentage de distribution des états comportementaux (A : cercle rouge ;
W : cercle orange ; REM : cercle vert ; NREM1 : cercle bleu clair ; NREM?2 : cercle bleu foncé) pendant les périodes
nocturnes et diurnes chez les animaux. Chaque symbole représente un individu (n = 16). Les droites représentent
la ligne de régression linéaire (corrélation de Pearson). Les différences significatives sont indiquées avec * (p <
0,05). Les valeurs de r et p sont indiquées dans le texte.

Ensuite, une comparaison des états comportementaux, entre les deux groupes, a été réalisée
pendant les mémes périodes (Figure 33, Tableau 2). Durant la nuit, les animaux agés ont semblé étre
plus actifs que les individus jeunes mais sans atteindre le seuil de significativité (Figure 33A, Tableau
2). Par ailleurs, les autres phases du cycle de veille-sommeil n’étaient pas significativement différentes
entre les groupes jeunes et agés. Lors de la période de repos diurne, les animaux agés étaient
significativement moins actifs que les animaux jeunes (Figure 33B, Tableau 2). Aucune différence n’a
été trouvée entre les deux groupes dans la distribution des phases de sommeil REM et NREM1. Le
sommeil NREM2 était augmenté significativement chez les microcebes agés par rapport aux individus

plus jeunes.
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Nuit Jour

Jeunes Agés ¢ Jeunes Agés ¢
Médiane + EIQ  Médiane + EIQ P Médiane = EIQ Médiane = EIQ P
A 28,7 = 14,0 404=06 2,13 0,07 16,6 +21,0 8,6%5,1 266 0,02
w 20,3 10,9 137127 2,03 0,14 01+72 6223 273 002
REM 28+38 1,3=20 1,84 0,10 6,1+4,5 6040 017 087
NREM1 15053 13,0£08 1,35 0,20 126526 11,7+31 158 0,5
NREM2 32,0£9,1 36,1 =159 0,26 0,81 52,5+20,4 65,9 =64 460 <0,001

Tableau 2 : Résultats du test de Student pour les données de distribution des phases veille-sommeil pendant
les périodes nocturnes et diurnes. Pour chaque groupe, les données ont été exprimées comme la médiane +
I’écart interquartile (EIQ). Nuit : Jeunes : n =12, Agés : n = 3 ; Jour : Jeunes = 12, Agés = 4.
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Figure 33 : Effet du vieillissement sur le cycle veille-sommeil durant les périodes nocturnes (A) et diurnes (B).
Pourcentage de distribution des états comportementaux pendant les périodes nocturnes et diurnes chez les
animaux jeunes (blanc) et Ggés (noir). Pour chaque groupe, les données ont été exprimées comme la médiane *
I’écart interquartile (Nuit : Jeunes : n = 12, Agés : n = 3 ; Jour : Jeunes = 12, Agés = 4). Les différences significatives
sont indiquées avec * (p < 0,05) et ** (p < 0,001).

Les résultats des analyses des densités spectrales de puissance (DSP), réalisées pendant une
période de 2 h de veille active, sont présentés dans la Figure 34 et le Tableau S1 (Annexe). Nous avons
observé une augmentation significative de la puissance des ondes delta (0-4 Hz), théta (4-8 Hz), alpha
(8-13 Hz), béta (13-30 Hz) et gamma (30-50 Hz) chez les animaux agés en comparaison avec les

individus plus jeunes.
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Figure 34 : Densité Spectrale de
Puissance (DSP) obtenue a partir

105+ des enregistrements EEG, dans la
1 région du cortex préfrontal chez
les animaux jeunes (rond blanc) et
104i dgés (triangle noir), durant la
~ phase active. Valeurs exprimées
NE comme la médiane + [écart
>5 1034 interquartile (Jeunes : n=10 ; Agés :
@ n=4). Les différences significatives
2 sont indiquées avec * (p < 0,05).
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E. Mesure de la neurogenése

La Figure 35 représente la structure anatomique de la ZSV, a trois niveaux de I'axe antéro-
postérieur (antérieur, médian et postérieur) sur des coupes coronales d’un microcébe agé. Au niveau
antérieur, nous pouvons observer une cavité correspondant au ventricule latéral (4) située le long du
corps calleux (1) (Figure 35A). Au niveau médian, le ventricule latéral (4) s’étire et s’affine le long du
corps calleux (1) (Figure 35B). Enfin, en position postérieur, un espace étroit est observé entre le corps

calleux (1) et le striatum (3), en prolongement du ventricule latéral (4) (Figure 35C).
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Figure 35 : Photographies représentatives de sections coronales du ventricule latéral chez un microcébe dgé (7
ans). Les images ont été obtenues grdce au microscope optique Leica® et au logiciel Leica® AF (objectif : x 5;
échelle : 3um). Les zones cérébrales suivantes sont représentées : le corps calleux (1), le septum (2), le striatum
(3) et le ventricule latéral (4).

Ensuite, la balance neurone/glie a été déterminée dans la ZSV au cours du vieillissement par
immunohistochimie a I'aide d’anticorps marquant les neuroblastes (protéine DCS exprimée au sein
du cytoplasme) et les cellules précurseurs d’oligodendrocytes (protéine Olig2 exprimée dans le
noyau) (Figures 36-37). Les cellules DCX+ et Olig2+ ont été étudiées au sein de la partie dorsale de la
ZSV (Figure 36) et dans la corne (Figure 37). Dans la Figure 36A, nous pouvons observer la présence
des marqueurs DCX et Olig2 dans la partie dorsale de la ZSV des animaux des deux groupes avec une
augmentation du marqueur des neuroblastes et une diminution des cellules Olig2+. La densité des
cellules DCX+ augmentait avec 'dge (Jeunes : 213,1 cellules/mm? + 242,3 ; Agés : 505,3 cellules/mm?
+ 250,5) sans atteindre le seuil de significativité (t = 1,48 ; p = 0,21) (Figure 36B) tandis que la densité
des cellules Olig2+ diminuaient au cours du vieillissement (Jeunes : 25,3 cellules/mm? + 25,9 ; Agés :
16,8 cellules/mm # 23,1) sans montrer de différence significative (t = 1,36 ; p = 0,25) (Figure 36C). La
Figure 36D a permis de montrer que le ratio des cellules Olig2+, par rapport au nombre total de
cellules, était significativement augmenté au cours du vieillissement (Jeunes : 0,00 + 0,04 ; Agés :
0,03 +0,16 ; t = 4,05, p = 0,02) tandis qu’aucune modification du ratio des cellules DCX+ n’a été
montrée avec I’age (Jeunes : 1,00 + 0,04 ; Agés : 0,97 + 0,16 ; t = 1,27, p = 0,33).
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Figure 36 : Balance neurone/glie dans la partie dorsale de la ZSV au cours du vieillissement. A : Images
représentatives des neuroblastes DCX+ et des cellules précurseurs d’oligodendrocytes Olig2+ marqués
respectivement en rouge et en vert obtenues en microscopie confocale sur des coupes coronales montrant la ZSV
de microcebes jeunes et Ggés (échelle : 30 um). Densité des cellules DCX+ (B) et des cellules Olig2+ (C) au niveau
de la ZSV dorsale (nombre de cellules/mm?). D : Rapport entre le nombre de neuroblastes DCX+ et des cellules
précurseurs d’oligodendrocytes Olig2+ dans le ventricule dorsal chez les individus jeunes et dgés. Valeurs
exprimées comme la médiane * I’écart interquartile. Jeunes : n = 3; Agés : n = 3. Les différences significatives sont
indiquées avec * (p < 0,05).

Au niveau de la corne, nous pouvons observer la présence des marqueurs DCX et Olig2 dans la
corne de la ZSV des animaux des deux groupes avec une diminution du marqueur des neuroblastes et
une augmentation du marqueur oligodendrocytaire (Figure 37A). Au contraire de la partie dorsale, la
densité des cellules DCX+ est significativement diminuée avec I'dge (Jeunes : 228,6 cellules/mm? +
88,1 ; Agés : 58,9 cellules/mm?+ 71,8 ; t = 3,86, p = 0,02) (Figure 37B) tandis que la densité des cellules
Olig2+ a peu été modifiée au cours du vieillissement (Jeunes : 81,5 cellules/mm? + 47,2 ; Agés : 92,5
cellules/mm? + 82,3 ; t = 0,38, p = 0,73) (Figure 37C). La Figure 37D a permis de montrer que le ratio
des cellules DCX+, par rapport au nombre total de cellules, était significativement diminué au cours du

vieillissement (Jeunes : 0,64 +0,50 ; Agés : 0,25+ 0,53 ; t = 3,86, p = 0,02) tandis que le ratio des cellules

101



Olig2+ était augmenté mais sans montrer de différence significative entre les deux groupes (Jeunes :

0,36 +0,50; Agés : 0,67 +0,79;t=0,48, p = 0,68).
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Figure 37 : Balance neurone/glie dans la corne au cours du vieillissement. A : Images représentatives des
neuroblastes DCX+ et des cellules précurseurs d’oligodendrocytes (CPO) Olig2+ marqués respectivement en rouge
et en vert obtenues en microscopie confocale sur des coupes coronales montrant la corne de microcébes jeunes
et Ggés (échelle : 30 um). Densité des cellules DCX+ (B) et des cellules Olig2+ (C) au niveau de la corne (nombre de
cellules/mm?). D : Rapport entre le nombre de neuroblastes DCX+ et des cellules Olig2+ dans la corne chez les
individus jeunes et Ggés. Valeurs exprimées comme la médiane + ’écart interquartile. Jeunes : n = 3; Agés : n = 3.
Les différences significatives sont indiquées avec * (p < 0,05).

102



Au niveau du corps calleux, nous avons observé la présence du marquage Olig2 chez les deux
groupes avec une augmentation du marqueur Olig2 avec I'dge (Figure 38A). La densité des cellules
Olig2+ dans le corps calleux n’est pas modifiée au cours du vieillissement (Jeunes : 104,7cellules/mm?

+28,0; Agés : 198,6 cellules/mm? + 84,8 ; t = 4,16, p < 0,001) (Figure 38B).
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Figure 38 : Impact du vieillissement sur les cellules précurseurs d’oligodendrocytes Olig2+ dans le corps calleux.
A : Images représentatives des cellules Olig2+ et des noyaux cellulaires marqués respectivement en vert et en bleu
(DAPI) dans le corps calleux (échelle : 30 um). Densité des cellules DCX+ (B) et des cellules Olig2+ (C) au niveau du
corps calleux (nombre de cellules/mm?). Valeurs exprimées comme la médiane * I'écart interquartile (Jeunes : n
=3; Agés : n = 3). Les différences significatives sont indiquées avec * (p < 0,05).

Aprés avoir caractérisé I'impact du vieillissement sur la balance neurone/glie, nous nous
sommes intéressés a la prolifération cellulaire (anticorps dirigé contre la protéine Ki67, marqueur du
cycle cellulaire), au sein de la ZSV, chez les groupes jeunes et agés (Figure 39). La présence de cellules
en prolifération a été notée dans la partie dorsale de la ZSV chez un individu jeune (5 cellules + 1 par
coupe) et un animal agé (2 cellules + 1 par coupe), montrant ainsi que des cellules sont en train

d’effectuer un cycle cellulaire.
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Figure 39 : Prolifération cellulaire dans la partie dorsale de la ZSV au cours du vieillissement. Images
représentatives des cellules Ki67+ et des noyaux cellulaires, marqués respectivement en vert et en bleu, ont été
obtenus en microscopie confocale sur des coupes coronales montrant la ZSV de microcebes jeunes et dgés
(échelle : 30 um). Un agrandissement a été effectué afin de visualiser les cellules Ki67+.

Sachant que les neuroblastes migrent de la ZSV vers le bulbe olfactif via le CMR chez les
rongeurs, nous avons cherché a mettre en évidence la présence d’une chaine de neuroblastes en
migration chez le microcébe par immunohistochimie en marquant les cellules DCX+ sur des coupes
sagittales (Figure 40). Le marquage au DAPI (en bleu) a permis d’observer I'existence d’un ventricule
continu s’étendant du ventricule latéral jusqu’au bulbe olfactif, tout le long de I'axe sagittal. La
visualisation du marquage DCX+ (en rouge) a permis de montrer la présence de neuroblastes en

migration depuis la corne de la ZSV jusqu’aux bulbes olfactifs le long du CMR.
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Figure 40 : Migration des neuroblastes le long du CMR au sein du cerveau d’un microcébe dgé (7 ans). Images
représentatives d’une coupe sagittale ont été obtenues en microscopie confocale. Les noyaux cellulaires ont été
marqués au DAPI (bleu) et les cellules DCX+ sont marquées en rouge (échelle : 300 um).

Enfin, nous avons étudié la présence des CSN et cellules progénitrices neurales dans la partie
terminale du CMR, les bulbes olfactifs sur des coupes coronales (Figures 41-42). Tout d’abord, nous
avons pu déterminer que le ventricule continu, observé dans la Figure 35, était également visible au
niveau des bulbes olfactifs (Figure 41A). De plus, l'utilisation du marqueur Sox2 (facteur de
transcription nécessaire au maintien de I'auto-renouvellement des CSN) a permis de montrer que cette
cavité ventriculaire était entierement bordée de CSN et cellules progénitrices neurales, suggérant la
présence d’une niche neurogénique dans la structure (Figure 41A). Par ailleurs, les cellules Sox2+ ont
migrées jusqu’aux différentes couches du bulbe olfactif : couches mitrale et granulaire (Figure 41B) et
couche glomérulaire (Figure 41C). Cette migration cellulaire semble indiquer I'existence d’une
neurogenese olfactive chez le microcebe. La Figure 42 montre la présence de neuroblastes au niveau

des bulbes olfactifs.
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Figure 41 : Mise en évidence de la présence de cellules souches neurales et de cellules progénitrices neurales
dans le bulbe olfactif d’'un microcébe Ggé (7 ans). Images représentatives d’une coupe coronale ont été obtenues
en microscopie confocale. Les noyaux cellulaires ont été marqués au DAPI (bleu) et les cellules SOX2+ sont
marquées en rouge (échelle : 30 um). A : Cavité ventriculaire. B : Couche mitrale et couche granulaire. C : Couche
glomérulaire.
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Figure 42 : Neuroblastes dans le bulbe olfactif d’un microcébe dgé (7 ans). Les noyaux cellulaires ont été
marqués au DAPI (bleu) et les cellules DCX+ sont marquées en rouge (échelle : 30 um).
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Il. Effets des modifications environnementales

A. Etude 1: Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras

polyinsaturés n-3
1. Analyse des lipides sanguins circulants

L’enrichissement alimentaire a long-terme en huile de poisson a causé un changement
significatif dans les niveaux plasmatiques relatifs de différents acides gras (Tableau 3). Notamment, la
fraction des AGPI n-3 était trois fois plus importante que chez les animaux supplémentés en huile
d’olive, principalement au dépens d’une diminution proportionnelle des fractions des AGPI n-6 et des

acides gras monoinsaturés (AGMI) (Figure 43, Tableau 3).

8,1
AGPI n-3
< 35,2
R
§ AGPI n-6
S AGMI
= N
0 DMA
<
N
AGS
Huile d’olive Huile de poisson

Figure 43 : Effets de la supplémentation alimentaire sur la composition plasmatique en lipides. Les graphiques
montrent les fractions moyennes de la teneur totale en lipides (n = 3 par groupe) mesurées apres 20 mois de
supplémentation alimentaire. La composition en acides gras est exprimée comme le pourcentage du poids (g/
100 g des acides gras totaux) des données issues du Tableau 3. AGS : acides gras saturés ; AGMI : acides gras
monoinsaturés ; DMA : diméthylacétals ; AGPI : acides gras polyinsaturés.
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Classe type Huile d’olive Huile de T df P

poisson
12:0 0,56 1,84 10,63 3,61 <0,001
16:0 24,80 27,13 5,60 2,93 0,01
AGS 18:0 16,49 14,59 3,25 2,69 0,06
24:0 0,10 0,10 0,45 2,21 0,69
autres 1,18 1,37 2,80 3,84 0,05
s 43,13 45,04 4,35 3,09 0,02
18:1n-9 9,42 5,97 8,36 2,47 0,007
AGMI 18:1n-7 1,71 1,30 9,62 2,51 0,005
autres 0,83 0,73 2,59 3,55 0,07
5 11,9 8,00 9,79 2,80 0,003
DMA s 1,55 1,83 2,18 3,71 0,10
AGPI n-9 s 0,11 0,05 5,66 4,00 0,005
18:2n-6 13,23 8,60 4,66 3,34 0,02
20:3n-6 2,52 1,26 21,97 2,56 <0,001
20:4n-6 16,17 9,41 8,96 2,15 0,01
AGPIn-6 22:4n-6 1,59 0,23 6,15 2,10 0,02
22:5n6 1,48 0,38 9,42 2,12 0,009
autres 0,21 017 1,59 3,37 0,20
s 35,20 20,05 11,85 2,62 0,002
18:3n-3 0,07 0,08 2,00 2,00 0,18
20:3n-3 0,04 0,01 1,41 4,00 0,23
20:4n-3 0,05 0,15 3,35 2,06 0,08
AGPIn.3 20:5n-3 0,24 4,18 9,86 2,00 0,01
22:5n-3 1,67 5,08 6,84 2,43 0,01
22:6n-3 5,94 15,49 14,42 3,66 <0,001
autres 0,04 0,04 0,28 2,33 0,80
s 8,06 25,03 18,89 3,71 <0,0001
Ratio AGPI n-6/n-3 4,01 0,81 18,89 3,71 <0,0001

Tableau 3 : Composition en acides gras plasmatiques aprés 20 mois de supplémentation (fractions de la teneur
totale en lipides). Les valeurs sont exprimées en pourcentages d’acides gras donné/ 100 g d’acide gras total, pour
la moyenne du groupe (n = 3 par groupe). Les fractions d’acides gras mineures n’ont pas été reportées ici. AGS :
acides gras saturés ; AGMI : acides gras monoinsaturés ; DMA : diméthylacétals ; AGPI : acides gras polyinsatureés.

2. Fonctions cognitives : discrimination visuelle

En général, les animaux ont appris la tache (Figures 44A et C, Tableau 4) et ont réussi a se
souvenir des stimuli vu 6 mois avant (Figures 44B et D, Tableau 4). Pendant les sessions
d’apprentissage, le nombre de refus n’a pas changé au fur et 3 mesure des mois mais les animaux
supplémentés en AGPI n-3 ont refusé moins que les autres individus (Figure 44A, Tableau 4). Pendant

les exercices de mémoire, le nombre de refus ne diminuait pas entre les deux groupes et aucun effet
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du temps n’a été observé (Figure 44B, Tableau 4). Lors de I'apprentissage, le taux de réussite était
significativement différent entre les animaux CTL et AGPI n-3 et la réussite augmentait avec le temps
(Figure 44C, Tableau 4). Pendant les sessions de mémoire, le groupe supplémenté en AGPI n-3 avait

tendance a avoir un taux de réussite supérieure a celui du groupe CTL sans observer d’effet du temps

(Figure 44D, Tableau 4).
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Figure 44 : Performance au test de discrimination visuelle. Les résultats ont été obtenus au début (TO) pendant
(T6, T12) et a la fin de la période de supplémentation alimentaire (T18) pour les animaux contréles (CTL, triangle
gris) et supplémentés (AGPI n-3, cercle noir). A-B : Nombre de refus. C-D : Taux de réussite. Pour chaque test, les
performances individuelles de chaque animal ont été montrées séparément pour les sessions d’apprentissage
(graphiques a gauche, A et C) et de mémoire (graphiques a droite, B et D). Pour chaque groupe, les données ont
été exprimées comme la médiane + I’écart interquartile. Plus de détails sur les animaux pour chaque test ont été
répertoriés dans le tableau S2). Refus : CTL, n = 10 ; AGPI n-3, n = 9. Taux de réussite : CTL, n =10 ; AGPI n-3, n =
10). Les différences significatives sont indiquées avec * (p < 0,05).
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Refus Taux de réussite

Apprentissage Mémoire Apprentissage Mémoire
F df P F df P F df P F df P
Régime 20,75 1 23105 146 1 0,23 1321 1 7,13E04 299 1 0,09
Temps 0,79 3 510E-01 1,14 3 0,33 294 3 0,04 008 3 0,92
Régime:Temps 0,66 3 0,58 024 3 079 007 3 0,98 041 3 0,66

Tableau 4 : Résultats de I'analyse statistique ANOVA pour le test de discrimination visuelle.

3. Mesure de I'anxiété : openfield

L'activité locomotrice spontanée dans I'openfield était trés variable entre les animaux et
présentait une augmentation globale constante au cours des sessions (Figure 45, Tableau 5). Plusieurs
microcebes n’ont pas effectué le moindre mouvement pendant le premier test a T1 alors que la plupart
d’entre eux ont présenté un comportement exploratoire a T20. Cependant, ce type d’activité est
apparu similaire entre les deux groupes. En effet, la distance totale parcourue (Figure 45A, Tableau 5)
et la durée totale d’activité (Figure 45B, Tableau 5) ont augmenté significativement entre T1 et T20
tandis que la latence au premier mouvement (Figure 45C, Tableau 5) a diminué significativement. Par
ailleurs, les résultats des tests non-paramétriques pour les trois parameétres (Tableau 5) n’ont pas
permis de montrer d’effets significatifs du régime et aucune interaction n’a pu étre démontré pour le
comportement exploratoire mais les animaux supplémentés en AGPI n-3 avaient tendance a effectuer

leur premier mouvement plus rapidement.

Distance parcourue Durée d’activité Latence
ATS df P ATS df P ATS df P
Régime 1,27 1 0,26 0,89 1 0,34 3,38 1 0,06
Temps 27,13 1 1,90E-07 29,43 1 5,78E-08 17,98 1 2,23E-05
Régime:Temps 0,19 1 0,66 0,13 1 0,71 1,31 1 0,25

Tableau 5 : Résultats de 'analyse statistique type ANOVA (ATS) pour le test d’openfield.
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Figure 45 : Activité exploratoire spontanée lors du test d’openfield. L’anxiété pendant la tdche a été mesurée
apreés 1 et 20 mois de supplémentation pour les groupes CTL (triangle gris) et AGPI n-3 (cercle noir). A : Distance
parcourue pendant la tdche d’openfield a T1 et T20. B : Durée d’activité pendant la tdche d’openfield a T1 et T20.
C : Latence avant le premier mouvement pendant la tdche d’openfield a T1 et T20. CTL : n =8, AGPI n-3 : n = 10.
Les différences significatives entre les animaux CTL et AGPI n-3 sont indiquées par *** (p < 0,005).
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4. Mesure de I’activité cérébrale : électroencéphalographie

Les résultats des analyses des DSP ont été réalisés pendant une période de 2h de veille active

et sont montrés dans la Figure 46 et le Tableau 6.
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Figure 46 : Densité spectrale de puissance (DSP) aprés 18 mois de supplémentation. Variation des DSP sur un
intervalle de fréequence compris entre 0 et 50 Hz : ondes delta, & (0-4 Hz) ; ondes théta, & (4-8 Hz) ; ondes alpha,
o (8-13 Hz), ondes béta, 8 (13-30 Hz); ondes gamma, y (30 — 50 Hz). Les résultats sont exprimés comme la
moyenne * I’écart interquartile. CTL : n =8 ; AGPI n-3 : n = 7. Les différences significatives entre les deux groupes
sont indiquées avec * (p < 0,05) et ** (p < 0,005).

Bande de Intervalle (Hz) CTL AGPIn-3 P
fréquence 1¢ quartile médiane 3&me quartile 1€ quartile médiane 3&me quartile
Delta 0 4 287,6 3215 416,7 328,0 467,0 553,2
Théta 4 8 115,5 136,8 199,1 207,7 248,8 290,2
Alpha 8 13 80,7 93,2 111,6 139,0 155,3 192,2 *
Béta 13 30 35,7 43,2 53,5 58,3 80,3 111,7 **
Gamma 30 50 9,4 13,8 18,6 19,1 239 31,8 **
EEG entier 0 50 14,7 35,8 81,9 229 55,4 127,2 *E

Tableau 6 : Densité spectrale de puissance pour les animaux CTL et AGPI n-3 au niveau du cortex préfrontal.
Les valeurs sont exprimées comme la médiane (uV?/Hz) et les quartiles. Différences significatives : * (p < 0,05) et

** (p < 0,005).
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Nous avons observé une augmentation significative dans la puissance sur l'intervalle de fréquence
comprise entre 0 et 50 Hz chez les individus AGPI n-3 en comparaison avec le groupe CTL (Figure 46,
Tableau 6), montrant une différence significative (W = 1349, p < 0,0001). Plus spécifiguement, il n'y
avait aucune différence dans la puissance des delta (0-4 Hz) entre les animaux CTL et AGPI n-3 (U =7,
p = 0,31). La puissance des ondes théta (4-8 Hz) augmentait pour le groupe AGPI n-3 en comparaison
avec les individus CTL mais sans atteindre le seuil de significativité (U = 1, p = 0,06). La puissance des
ondes alpha (8-13 Hz) était significativement plus élevée chez les animaux supplémentés en AGPI n-3
que le groupe CTL (U = 0, p = 0,008). La puissance des ondes béta (13-30 Hz) augmentait
significativement (U = 33, p < 0,001) chez les animaux AGPI n-3 par rapport aux individus CTL. Enfin,
une augmentation significative dans la puissance des ondes gamma (30-50 Hz) (U =50, p < 0,001) a été

observée chez les animaux supplémentés en huile de poisson en opposition avec le groupe CTL.

5. Mesure de la neurogenése

La Figure 47A montre des images représentatives des immunohistochimies (BrdU+/NeuN+) au
niveau de I'amygdale. Le marquage NeuN (en vert) révele la présence de neurones matures tandis que
le marquage BrdU (en rouge) permet la détection des cellules qui se sont divisées pendant le temps
des injections de BrdU. La combinaison des deux images a permis de colocaliser approximativemment
les deux marqueurs (BrdU+/NeuN+) et de mettre en évidence la présence de neurones nouvellement
formés. Par ailleurs, le marquage BrdU+/NeuN- indiquait les nouvelles cellules, qu’il s’agisse de cellules
gliales, de cellules progénitrices neurales ou encore de neurones immatures. La Figure 48B démontre
la présence de neurogenese au niveau de la ZSV semblant plus importante chez les individus

supplémentés en AGPI n-3 (droit) que chez le groupe CTL (gauche).
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Superposition

Figure 47 : Mise en évidence du processus de neurogenése. A : Photographie représentative de la neurogenése
dans I'amygdale, aprés 21 mois de supplémentation. Les images représentent une coupe de cerveau marquée au
BrdU et NeuN et colorée avec du DAPI (microscope a fluorescence : grossissement x 200, échelle = 40 um). B :
Exemple représentatif de la neurogenése dans la zone sous-ventriculaire (ZSV), aprés 21 mois de supplémentation
pour les groupes contréle (CTL) et supplémentés (AGPI n-3). La fléeche blanche indique un nouveau neurone BrdU+
et la fleche violette représente un neurone BrdU-.
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Le nombre total de cellules NeuN+ et NeuN+/BrdU+ a été estimée dans différentes zones pour
chaque groupe (Figure 48). Au niveau de I'amygdale, le nombre de neurones existants et de nouveaux
neurones n’était pas significativement différent entre les groupes CTL et AGPI n-3 (Figure 48A, Tableau
7). Les animaux supplémentés en AGPI n-3 ne présentaient pas de différences dans le nombre total de
neurones existants et nouvellement formés au niveau du bulbe olfactif, en comparaison avec le groupe
CTL (Figure 48B, Tableau 7). Aucune différence n’a été observée dans le cortex auditif, entre les deux
groupes (Figure 48C, Tableau 7). Le cortex visuel ne présentait aucune différence significative dans le
nombre de cellules NeuN+ et NeuN+/BrdU+ (Figure 48D, Tableau 7). Dans le gyrus denté, le nombre
total de neurones existants et nouveaux avait tendance a étre plus important chez les individus
supplémentés par rapport aux animaux CTL (Figure 48E, Tableau 7). Au niveau de la ZSV, il n’y avait
aucune différence dans le nombre de neurones nouveaux et déja existants entre les groupes AGPI n-3

et CTL (Figure 48F, Tableau 7).
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Figure 48 : Nombre total de nouveaux neurones (NeuN+/BrdU+) et de neurones préexistants (NeuN+) dans
plusieurs zones cérébrales. Les résultats sont exprimés comme la moyenne + SEM. Quantification totale des
différentes coupes pour chaque groupe : CTL, n =3 ; AGPI n-3, n = 3.
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NeuN+/BrdU+ NeuN+
CTL AGPIn-3 P CTL AGPIn-3 P

Amygdale 1297,0=196,2 1396,0+ 83,6 0,70 2935,7+£422,7 2847,0+195,6 1,00

Bulbe olfactif 730,3£92,5 800,3+115,0 1,00 2514,3+358,9 2144,0+284,9 1,00
Cortex auditif 658,3+207,2 965,0+ 40,5 0,40 2483,0+308,1 3349,3+161,1 0,20
Cortex visuel 886,0=81,7 996,3+ 80,7 0,40 2853,0+402,2 3267,3+£357,5 0,70
Gyrus denté 720,7+177,9 1397,0+ 33,3 0,10 1358,3+ 309,9 2040,3+ 51,3 0,10
Zone sous-ventriculaire 730,3+211,5 1076,3+ 31,2 0,70 1870,3+ 465,7 2080,7+124,7 0,70

Tableau 7 : Quantification du nombre total de nouveaux neurones (NeuN+/BrdU+) et de neurones existants
(NeuN+) dans plusieurs zones cérébrales. Les valeurs sont exprimées comme la moyenne + SEM.

Le ratio entre le nombre de nouveaux neurones (NeuN+/BrdU+) et le nombre total de
neurones (NeuN+) a permis d’estimer le processus de neurogenese dans les différentes zones
cérébrales (Figure 49). Au niveau de I'amygdale, le nombre de nouveaux neurones était plus important
chez les individus supplémentés en AGPI n-3 (0,49 + 0,02) par rapport aux animaux CTL (0,45 £ 0,01, t
= 1,86, p = 0,06), correspondant a une différence de 8,8% (Figure 49A). Concernant le bulbe olfactif,
les nouveaux neurones représentaient une différence de 27,6% chez les individus supplémentés (0,38
* 0,02) en comparaison avec le groupe CTL (0,29 + 0,01, t = 4,40, p < 0,0001) (Figure 49B). Dans le
cortex auditif, aucune différence dans le nombre de nouveaux neurones n’a été observée entre les
groupes CTL (0,27 + 0,03) et AGPI n-3 (0,29 £ 0,02, t = 0,45, p = 0,65), correspondant a une différence
de 10,9% (Figure 49C). La Figure 49D a montré qu’il n’y avait aucune différence significative dans le
nombre de neurones nouvellement formés dans le cortex visuel entre les animaux supplémentés (0,31
+0,02) et CTL (0,31 £ 0,02, t =-0,23, p = 0,82), correspondant a une différence de 3,5%. Dans la Figure
49E, les nouveaux neurones dans le gyrus denté représentaient 0,52 £ 0,02 pour les animaux CTL et
0,67 + 0,01 pour le groupe AGPI n-3, correspondant a une différence de 28,9% (t = 7,34, p < 0,0001).
Dans la ZSV, le nombre de nouvelles cellules étaient aussi plus important chez les animaux
supplémentés en huile de poisson (0,52 + 0,02) que les individus CTL (0,38 + 0,02, t = 4,71, p < 0,0001)

avec une différence de 'ordre de 36,8% (Figure 49F).
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Figure 49 : Proportions de nouveaux neurones produits (neurones BrdU+) dans plusieurs zones cérébrales. Les
résultats sont exprimés comme la moyenne + SEM. Mesures répétées des différentes coupes pour chaque groupe :
CTL, n =3 ; AGPI n-3, n = 3. Les différences significatives sont indiquées avec *** (p < 0,0001).
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B. Combinaison d’une variation quantitative de I'apport alimentaire et de
I’activité physique sur les fonctions métaboliques et cérébrales

1. Evolution de la masse corporelle

Les traitements ont eu une influence sur le poids des individus (Figure 50). En effet, les animaux

restreints (RC : -14,60 g + 17,25), actifs (ACT : -7,70 g + 18,70), ou soumis a une restriction calorique et

a une activité physique (RC+ACT : -9,60 g + 24,25) ont montré un poids significativement plus faible

gue les animaux controles (CTL: +10,20 g + 18,95), apres 3 mois de traitement (Tableau 8). Les

traitements induisaient donc une diminution du poids des animaux entre TO et T3.

Variation du poids (g)
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Figure 50 : Variation du poids des animaux au cours de I'étude. Les animaux CTL, RC, ACT et RC+ACT ont été
pesés chaque semaine et la différence entre TO, T3 et T6 a été représentée dans ce graphique. Les résultats sont
exprimés comme la médiane + I’écart interquartile (n = 5 / groupe). Les différences significatives sont indiquées

avec * (p < 0,05).

CTL RC ACT RC+ACT
t df p t df p t df p t df p
CTL 3,31 7,33 0,01 2,55 7,71 0,04 3,24 7,95 0,01
RC 3,31 7,33 0,01 -0,73 7,89 0,49 0,51 7,03 0,62
ACT 2,55 7,71 0,04 -0,73 7,88 0,49 1,08 7,46 0,31
RC+ACT 3,24 7,95 0,01 0,51 7,03 0,62 1,08 7,46 0,31

Tableau 8 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre TO et T3.
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Cependant, entre T6 et T3, la perte de poids, observée dans la premiére partie de I'expérience
(T3-TO), a été contrebalancée par une prise de poids importante pour les groupes CTL (+18,10 g +
13,65), RC (+13,60 g + 19,55) et ACT (+8,40 g + 15,60) tandis que les animaux RC+ACT continuaient a
perdre du poids, méme si celle-ci était ralentie par rapport aux premiers mois (-2,10 g + 17,00). La
variation du poids chez les individus RC+ACT était significativement différente de celle observée chez

les groupes CTL et RC et elle tendait a étre différente avec les animaux ACT (Tableau 9).

CTL RC ACT RC+ACT
t df p t df p t df p t df o]
CTL -0,52 6,62 0,62 0,47 7,14 0,65 3,03 7,18 0,02
RC -0,52 6,62 0,62 0,47 7,14 0,65 3,03 7,18 0,02
ACT 0,47 7,14 0,65 0,47 7,14 0,65 2,19 7,99 0,06

RC+ACT 3,03 7,18 0,02 3,03 7,18 0,02 2,19 7,99 0,06

Tableau 9 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre T3 et Té6.

Enfin, une comparaison entre le début et la fin de I'expérience a permis de montrer que les
régimes RC (-1,3 g + 30,75) et ACT (-1,5 g + 33,2) ont eu peu d’impact sur le poids des animaux
contrairement aux animaux CTL (+28,90 g *+ 32,3) et ceux soumis a la combinaison de la restriction
calorique et de I'activité physique (-11,70 g + 36,35). Le groupe RC+ACT a présenté une variation

significativement différente des animaux CTL, RC et ACT (Tableau 10).

CTL RC ACT RC+ACT
t df P t df P t df P t df P
CTL 1,62 7,99 0,14 1,79 7,98 0,11 3,51 7,93 0,008
RC 1,62 7,89 0,14 0,15 7,99 0,88 1,99 7,80 0,08
ACT 1,79 7,98 0,11 0,15 7,99 0,88 1,88 7,85 0,10

RC+ACT 3,51 7,93 0,008 1,99 7,90 0,08 1,88 7,85 0,10

Tableau 10 : Résultats des tests de Student non appariés sur les variations de poids entre T6 et TO.

Ensuite, nous avons voulu savoir si la variation de poids pouvait étre due a une modification
de la quantité de TA (Figure 51). La proportion de TA par rapport au poids total des animaux CTL (25,47
% + 11,23) n’était pas significativement différente avec les groupes RC (19,15 % + 10,84 ; t = 0,48, df =
7,91, p=0,64), ACT (21,47 % + 12,19 ; t = 0,88, df = 6,87, p = 0,41) et RC+ACT (13,65 % + 7,64 ; t = 2,11,
df = 5,31, p = 0,09). Les animaux RC ne présentaient pas une quantité de TA différente des individus
ACT (t=0,36, df = 7,28, p = 0,73) et RC+ACT (t = 1,66, df = 5,60, p = 0,15). Aucune différence n’a été

observée entre les deux groupes actifs (t = 1,61, df =6,76, p = 0,15).
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Figure 51 : Tissu adipeux (TA) des animaux aprés 6 mois de traitement. Les résultats (% du poids total) sont
exprimés comme la médiane, les quartiles, le minimum et le maximum.

2. Mesure de la glycémie

La glycémie a jeun n’était pas différente entre les groupes (régime : ATS = 1,35, df = 2,07, p =
0,26) (Figure 52). Cependant, la glycémie a jeun a été modifiée au cours du temps (temps : ATS = 3,21,
df=1,72, p=0,04 ; temps x régime : ATS : 3,44, df = 3,36, p = 0,01). Au début du protocole (T0), aucun
effet n’a été mis en évidence entre les groupes CTL (4,44 mmol/L + 1,44), RC (3,99 mmol/L +1,83), ACT
(4,66 mmol/L + 0,16) et RC+ACT (4,16 mmol/L + 0,94 ; F = 0,80, df = 3, p = 0,51). Aprés 3 mois de
traitement, les animaux CTL ont présenté une augmentation de leur glycémie a jeun (4,55 mmol/L +
0,5) alors que les autres groupes ont montré une diminution de leur glycémie (RC: 3,50 mmol/L *
0,39 ; ACT: 3,11 mmol/L + 0,5 ; RC+ACT : 3,72 mmol/L £ 0,17 ; F = 3,78, df = 3, p = 0,03). A T6, une
augmentation de la glycémie a jeun a été observée chez les groupes CTL (4,72 mmol/L + 0,94), RC (4,61
mmol/L*1,22) et ACT (3,5 mmol/L £ 0,33) alors que la glycémie restait stable chez les individus RC+ACT
(3,72 mmol/L £ 1,1) mais sans atteindre le seuil de significativité (F = 3,34, df = 3, p = 0,05).
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Figure 52 : Evolution temporelle de la glycémie a jeun. La glycémie a jeun a été mesurée au début (TO) puis aprés
3 et 6 mois de traitement pour les groupes CTL (rond jaune), RC (carré bleu), ACT (triangle rouge) et RC+ACT
(losange violet). A : valeurs individuelles ; B : médiane + écart interquartile. CTL: n =5, RC: n =5, ACT: n = 5,
RC+ACT : n = 5. Les différences significatives sont indiquées par * (p < 0,05).

Ensuite, la mesure de la tolérance orale au glucose a été analysée pour chaque groupe (Figure
53). ATO, la glycémie variait au cours du temps (F= 24,19, df =5, p < 0,001) mais sans montrer d’impact
du régime sur ce paramétre (régime : F = 0,84, df =3, p = 0,49 ; temps x régime : F = 0,56, df =15, p =
0,90) (Figure 53A). Aprés 3 mois, I'évolution de la glycémie était significativement différente au cours
du temps (F = 36,29, df = 5, p < 0,0001) mais le régime n’a pas induit d’effets (régime : F=0,42, df = 3,
p =0,74 ; temps x régime : F = 0,72, df = 15, p = 0,76) (Figure 53C). A T6, malgré un impact significatif
du temps sur la glycémie (F = 50,26, df = 5, p < 0,0001), le régime n’a pas eu d’influence sur ce
parametre chez les animaux (régime : F=1,27,df =3, p=0,32 ; temps x régime : F = 1,06, df =15, p =
0,40) (Figure 53E). Une comparaison des mesures des aires sous la courbe (area under curve ou AUC)
a été effectuée pour les mémes périodes (Figures 53 B, D et F). Aucune différence n’a été montrée
entre les groupes qu’importe le moment du traitement (TO: F=0,76,df=3, p=0,53; T3: F=0,29, df
=3,p=0,83;T6:F=0,76,df =3, p=0,53).
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Figure 53 : Evolution temporelle de la glycémie. Concentrations plasmatiques en glucose avant le début du
traitement, a TO (A), puis, aprés 3 et 6 mois de modifications nutritionnelles et/ou comportementales (C et E).
Aires sous la courbe (AUC) de I’évolution temporelle de la glycémie a TO (B), T3 (D) et T6 (F). Les résultats sont
exprimés comme la médiane * I’écart interquartile. Les différences significatives sont indiquées avec * (p < 0,05).
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3. Fonctions cognitives : discrimination visuelle

Généralement, les animaux ont appris la tache et ils se sont souvenus des différents stimuli
des sessions précédentes (Figure 54). Au cours de I'apprentissage, aucune différence dans le nombre
de refus n’a été observée entre les traitements (F = 1,53, df = 3, p = 0,25) et au fil du temps (F = 0,36,
df=2,p=0,70; temps xrégime : F=1,17, df = 6, p =0,35) (Figure 54A). Avant le début des modifications
nutritionnelles (T0), aucune différence dans le nombre de refus entre les groupes CTL (0 £ 0), RC (0
12), ACT (0 £ 10) et RC+ACT (1 £ 1) n’a été montrée (Tableau 11). Aprées 3 mois (T3) et 6 mois (T6), les
régimes n’ont pas induit de changements dans le nombre de refus (CTL: T3=0+1,T6=0+10; RC:
T3=0+6,T6=0+4;ACT:T3=0+10,T6=0+0;RC+ACT:T3=0+0,T6=0+0). Durant les sessions
de mémoire, les animaux ne montraient pas de différences au cours des mois (F=0,17,df=1; p =
0,68) et les traitements n’ont pas impacté le nombre de refus (F = 0,87, df = 3, p = 0,48 ; temps x
régime : F=0,68, df = 3, p = 0,58) (Figure 54B). A T3 et T6, aucune différence dans le nombre de refus
n’a été observée entre les groupes CTL(T3:0+0;T6:0+5),RC(T3:0+4;T6:0+0), ACT(T3:0+
2:;T6:0+0) et RC+ACT (T3:010;T6:0 + 0) (Tableau 11).

Apprentissage Mémoire
TO LE] T6 T3 T6

t df p t df p t df P t df p t df p
CTL vs RC -2,01 4,03 0,11 -0,91 5,46 0,40 0,36 1,75 0,73 -1,62 4 0,18 0,32 7,86 0,76
CTL vs ACT -1,55 4,05 0,20 -1,11 5,01 0,32 0,86 6,69 0,42 -1,29 4 0,27 0,32 7,86 0,76
CTL vs RC+ACT -1,23 4,25 0,28 -1,24 4 0,28 1,63 4 0,18 NA NA NA 1,45 4,21 0,22

RCvs ACT 0,55 7,76 0,60 -0,28 7,71 0,78 0,52 7,40 0,62 -0,10 7,26 0,92 0 8 1
RCvs RC+ACT -1,47 5,05 0,20 1,53 4 0,20 1,40 4 0,23 -1,62 4 0,18 0,85 4,16 0,44
ACTvsRC+ACT 0,93 5,47 039 1,62 4 0,18 1 4 0,37 1,29 4 0,27 0,85 4,16 0,44

Tableau 11 : Résultats des tests de Student non appariés pour le nombre de refus des différents groupes.
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Figure 54 : Evolution du nombre de refus (A, B) et du taux de réussite (C, D) durant I’apprentissage (A, C) et
I'exercice de mémoire (B, D) du test de discrimination visuelle. Les résultats sont exprimés comme la médiane +
I’écart interquartile. Les différences significatives sont indiquées avec * (p < 0,05).

Pendant 'apprentissage, le taux de réussite n’était pas significativement différent au cours du
temps (F = 1,99, df = 2, p = 0,15), ni entre les groupes (F = 1,87, df =3, p=0,18 ; temps x régime : F =
1,99, df = 6, p = 0,33) (Figure 54C). A TO et T3, les traitements n'ont pas permis de montrer de
différences dans le taux de réussite des animaux (CTL: T0O =0,33 +0,48, T3 =0,31+0,53; RC: TO =
0,35+0,52,T3=0,53+0,43;ACT:T0=0,73+0,28,T3=0,57+0,42 ; RC+ACT:T0=0,55+0,21,T3 =
0,75 + 0,13) (Tableau 12). Aprés 6 mois de modifications nutritionnelles et/ou comportementales, le
groupe RC+ACT (0,89 + 0,20) réussissait significativement mieux que les individus CTL (0,36 + 0,35)
mais la restriction calorique ou I'activité physique seule n’ont pas permis d’induire de changements
dans le taux de réussite (RC: 0,63 + 0,36 ; ACT: 0,69 + 0,19). Lors des exercices de mémoire, les
animaux ne présentaient pas de modifications significatives dans leur taux de réussite apres 6 mois de
régime (temps:F=0,13,df=1,p=0,72; régime : F=2,26, df =3, p=0,11; temps x régime : F= 1,42,
df =3, p=0,27) (Figure 54D). Aprées 3 mois de traitements, aucune différence n’a été mise en évidence

entre les animaux (CTL:0,33+0,53 ; RC:0,50+0,50; ACT :0,71+0,11 ; RC+ACT : 0,80 £ 0,12) (Tableau
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11). A T6, les individus ACT (0,73 * 0,02) et RC+ACT (0,89 * 0,12) avaient un taux de réussite

significativement supérieur a celui du groupe CTL (0,29 + 0,23). De plus, I'activité physique associée a

une restriction calorique a induit une augmentation significative de la réussite en comparaison avec la

restriction calorique seule (0,62 + 0,03).

Apprentissage Mémoire
TO T3 T6 T3 T6
t df [ t df p t df p t df p t df p

CTLvs RC 005 797 09 -058 78 058 -5 699 016 023 741 082 -18 697 0,09
CTL vs ACT -0,79 670 046 -090 707 040 -1,01 69 035 -082 621 044 -2,41 7,87 0,04
CTL vs RC+ACT -0,55 7,33 0,60 -1,22 7,59 0,26 -4,33 4,31 0,01 -0,76 7,54 0,47 -4,23 5,91 0,006
RCvs ACT -08 653 042 030 760 077 042 79 069 070 733 051 -0,74 746 049
RCvsRC+ACT 063 754 055 067 793 052 -1,% 526 011 063 799 055 -281 7,44 0,03
ACTvsRC+ACT 037 556 0,73 043 785 068 -224 501 008 -003 720 09 -1,52 637 0,18

Tableau 12 : Résultats des tests de Student non appariés pour le taux de réussite des différents groupes.
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Discussion

Evolution des parametres cérébraux au cours du vieillissement

L’objectif de cette thése était d’étudier les effets du vieillissement sur les fonctions cognitives,
I'activité cérébrale et le processus de neurogenése chez un primate non-humain. Contrairement a nos
attentes, le vieillissement n’a pas induit de modifications des capacités cognitives chez I'animal
s’expliquant notamment par un comportement anxieux et un manque de motivation plus importants
des individus jeunes par rapport aux microcebes plus agés. Par ailleurs, le cycle veille-sommeil est
affecté par le vieillissement particulierement pendant la période de repos des animaux. Le processus
de neurogenése est conservé avec I’dge méme si la balance neurone/glie est altérée au cours du

vieillissement.

L’évaluation des fonctions cognitives avec I’age n’a pas permis de montrer une altération des
fonctions cognitives lors d’'une tache d’apprentissage et de mémoire au cours du vieillissement (Figure
28). En effet, nos résultats ont permis de distinguer deux populations au sein de la cohorte : une partie
des animaux ont des performances cognitives supérieures a la seconde. Pour une partie des animaux
agés, leurs fonctions cognitives sont maintenues au cours du vieillissement tandis que les autres
individus présentent un déclin de leurs capacités (p < 0,0001). Le maintien des capacités
d’apprentissage est cohérent avec une étude précédente®?. En effet, Picq et al.*?! ont montré que le
vieillissement ne modifiait pas les fonctions d’apprentissage mais que la mémoire était altérée avec
I’age. Ainsi, les fonctions de mémoire peuvent étre touchées sans affecter les capacités
d’apprentissage et la mémoire procédurale®®. Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de
diminution significative des capacités de mémoire. Une partie des animaux présentent de faibles
performances mnésiques tandis que le reste des individus ont des capacités équivalentes a celles des
individus plus jeunes (p <0,0001). Cette différence de résultats pourrait étre expliquée par une
différence de protocole par rapport a I'étude de Picq et al*?’. En effet, dans cette étude, une pré-
sélection d’animaux motivés par la tache a entrainé un taux de réussite moyen nettement supérieur a
celui de notre expérience. La grande variabilité des performances chez les microcébes de notre étude
serait représentative de la population au cours du vieillissement permettant de pouvoir observer deux
catégories d’animaux distinctes. Ainsi, certains individus présentaient un déclin cognitif tandis que
d’autres montraient des fonctions cognitives maintenues voire supérieures a celles des jeunes. Par

/ 421

ailleurs, au contraire de I'étude de Picq et al.***, nous nous sommes intéressés a |’évolution des

fonctions cognitives sur I'ensemble de la population de microcebes. Par conséquent, la cohorte
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d’animaux comprenait des males et des femelles. Au vu de nos résultats, nous avons voulu savoir si la
présence des femelles dans la cohorte pouvait expliquer I'absence de différences entre les individus
jeunes et agés. Des analyses statistiques supplémentaires ont permis de montrer qu’il n’y avait pas de
différences significatives entre les males et les femelles que cela soit pendant I'apprentissage (U = 65,5,
p = 0,58) ou I'exercice de mémoire (U = 78,0, p = 0,78). De plus, aucune différence avec I'dge n’a été
observée entre les deux sexes durant I"apprentissage (Jeunes : U = 25,5, p=0,97 ; Agés: U=29,5,p =
0,51) ou I'exercice de mémoire (Jeunes : U=9, p=0,48 ; Agés : U =6, p = 0,55). Ainsi, le déficit cognitif
pourrait étre d0 a une altération structurelle. En effet, il a été montré que la diminution des capacités
mnésiques chez certains individus serait en lien avec le développement d’une atrophie hippocampique
avec I'age®’. Chez 'Homme, il est maintenant clairement établi que le déclin cognitif est associé a
I’atrophie de certaines zones cérébrales*®>4%, Par exemple, I'atrophie de régions préfrontales est en
lien avec des comportements de persévérance lors du vieillissement normal®® tandis que les déficits
cognitifs dans la maladie d’Alzheimer sont corrélés avec I'atrophie des structures limbiques telles que
I’hippocampe®®®. Chez le microcébe, cette relation entre atrophie cérébrale et déficit cognitif est
sujette a débat. En effet, une étude de Picq et al.®! a montré qu’un sous-groupe d’animaux agés
présentaient des atrophies cérébrales au niveau de I'hippocampe, du cortex entorhinal et du septum
qui sont des zones altérées dans le vieillissement pathologique chez 'Homme. Ces différentes
atrophies ont été corrélées avec des changements cognitifs. Cependant, Pifferi et al.?®! ont montré que
I'atrophie cérébrale n’était pas toujours corrélée avec une altération des fonctions cognitives. La
présence d’atrophie n’expliquerait pas totalement I'existence d’une variabilité des performances chez
les jeunes individus. La motivation ainsi que I'émotivité des animaux pourrait expliquer en partie la
variabilité de résultats ce qui expliquerait I'absence de détection de déficit cognitif au cours du
vieillissement®?!, La variabilité des performances peut étre expliquée par le protocole. La présence
d’une phase de sélection plus efficace dans notre étude aurait permis de ne conserver que les individus
motivés pour réaliser la tache et donc de pouvoir observer le développement de déficits cognitifs avec

I'age.

Ensuite, nous avons observé que la motivation pour la tache de discrimination visuelle pourrait
influencer les taches cognitives et le niveau d’anxiété. En effet, le manque de motivation (nombre de
refus) chez les jeunes individus semble expliquer le faible taux de réussite moyen et ainsi ne permet
pas d’observer de déficit cognitif lié a I’age (Figure 28). Au regard des résultats, les animaux refusant
le plus sont ceux dont le niveau d’anxiété est le plus élevé, ce qui est cohérent avec une étude
précédente®®. De plus, Languille et al.**® ont démontré que I'activité exploratoire dans un nouvel
environnement était augmentée avec I'dge ce qui pourrait étre expliqué par une diminution de

I'anxiété chez les individus agés. La tache d’openfield permet d’avoir une indication sur I'état
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émotionnel des individus. Les microcébes ont passé la majorité du temps pres des parois du dispositif,
supposées étre moins anxiogénes pour les animaux (Figure 30). Le niveau d’anxiété est ainsi associé a
une faible activité exploratoire®®’. Cependant, nous n’avons pas pu mettre en évidence un impact du
vieillissement sur les paramétres de la tache. La différence inter-individuelle marquée des individus
jeunes montre que certains animaux n’explorent pas ou peu leur environnement tandis que d’autres
présentent une activité exploratoire importante. Cette importante différence entre les animaux peut
expliquer pourquoi aucune différence significative n’a été trouvée. De plus, il est également possible
gue I'existence d’une source de perturbation (bruits et odeurs) pourrait également expliquer I'absence
de différences. Par ailleurs, un taux de réussite élevé est plus a mettre en lien avec une amélioration
de la motivation ou une diminution de I'anxiété qu’a une amélioration intrinséque des capacités de
mémoire et d’apprentissage. Enfin, afin de déterminer si I’évaluation des performances cognitives
n’était pas biaisée par une altération des capacités motrices liées a I'age, les animaux ont été testés a
I"aide du Rotarod® (Figure 31). Le temps passé sur le dispositif n’a pas diminué avec I’age contrairement
aux résultats d’une autre étude*'°. Ainsi, le refus des animaux d’effectuer la tiche de discrimination
visuelle ne serait pas d{ a un déclin des capacités motrices mais plutdét a un manque de motivation et

une anxiété accrue expliquant I'absence de différences au cours du vieillissement

Plusieurs études ont démontré I'impact du vieillissement sur les fonctions cognitives chez le
microcébe??426468 | s capacités cognitives ne sont pas impactées de la méme maniére avec I'age.
Lors d’un test de discrimination visuelle a réponse retardée, les animaux agés ont montré une
augmentation de la sensibilité au délai lors de cette tdche*?®. Les microcébes 4gés n’ont pas présenté
de difficultés a associer un stimulus a une récompense mais leur mémoire était altérée quand le temps
entre la phase d’apprentissage et I'accés au nichoir augmentait*?. Au cours d’un test de mémoire de
reconnaissance, les microcébes agés n’ont pas montré de déficit dans I'lapprentissage de la tache mais
40% des individus ont exprimé un déficit de rétention quand la latence entre chaque essai
augmentait*®, Cependant, au cours du vieillissement, les processus cognitifs nécessaires pour
I’association d’un stimulus a une récompense, lors d’une tiche de discrimination, sont maintenus#?>426,
Néanmoins, prés de la moitié des microcebes agés présentent une diminution de leur capacité a
généraliser des informations visuelles par rapport & un apprentissage précédent®?. Par ailleurs, la
mémoire a long-terme est aussi impactée lors du vieillissement. Picq et al.**! ont démontré que les
microcebes agés soumis a un test de discrimination visuelle présentaient un déficit de la rétention a
long-terme des informations tandis que I'apprentissage de la tache n’était pas perturbé avec I’age. Lors
d’une tache d’exploration d’objets, les animaux ont eu des difficultés a mémoriser les nouveaux objets
et étaient incapables de remarquer les changements de la position des objets familiers au cours du

vieillissement***. Au contraire de ce que nous pouvons observer dans notre étude, les microcébes
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présentent une altération de certaines fonctions cognitives au cours du vieillissement. L’absence de
déclin cognitif observé avec I’age pourrait étre expliqué par la présence d’une phase de présélection
des animaux dans la précédente étude??!, Il semblerait ainsi que notre étude soit représentative des
performances cognitives de I'ensemble de la population avec des individus ayant de faibles
performances et d’autres des capacités plus élevées. Ces résultats correspondent avec ce que I'on peut
observer chez ’'Homme avec la présence d’une grande variabilité inter-individuelle®*. Par ailleurs, le
faible taux de réussite et le nombre élevé de refus chez les microcébes jeunes pourraient étre causés
par un mangque de motivation et/ou une hausse de I'anxiété. L’ajout d’animaux des deux sexes
devraient nous permettre d’observer des effets significatifs du vieillissement sur les fonctions
cognitives. De plus, il serait peut-étre plus pertinent d’utiliser d’autres tests cognitifs ou d’utiliser une
récompense alimentaire pour accroitre la motivation des animaux. Des études longitudinales
supplémentaires devraient permettre de déterminer a quel moment les performances cognitives

commencent a s’altérer.

Concernant les rythmes veille-sommeil, nous avons pu observer que le cycle veille-sommeil
était affecté au cours du vieillissement. En effet, le stade de veille calme diminuait pendant la période
nocturne (phase active des microcébes) tandis que durant la période diurne (phase de repos), le
sommeil NREM2 était augmenté et la veille active était diminuée avec I’age (Figure 32). De plus, lors
de la phase d’activité, aucune différence dans les phases du cycle n’a été montrée entre les individus
jeunes et agés (Figure 33). Durant la phase de repos, les phases de veille étaient significativement
diminuées alors que le sommeil NREM2 était augmenté chez les microcebes agés par rapport aux
individus plus jeunes. Chez I'Homme, le vieillissement est associé a une hausse de la fragmentation du
sommeil, une diminution du temps de sommeil total et une augmentation du nombre de réveils
nocturnes et de périodes diurnes de somnolence*#418469-471 |3 diminution du lactivité et
I"augmentation du sommeil pendant la phase de repos chez les animaux agés sont cohérentes avec les
résultats observés dans une étude précédente*'®, Cependant, nous n’avons pas trouvé de différence
significative dans la distribution des phases de veille-sommeil pendant la période nocturne.
L’altération des rythmes circadiens chez le singe rhésus agé se traduit par une diminution du sommeil
NREM et REM pendant la nuit et une augmentation du sommeil en journée*®. Par ailleurs, Scullin et
Bliwise*’? ont suggéré que le maintien d’une bonne qualité de sommeil, chez I'adulte, permettait
d’avoir de meilleures performances cognitives et servirait de protection contre le déclin cognitif lié a
I’age®”. En effet, le sommeil NREM est nécessaire afin de consolider les informations de la mémoire
épisodique tandis que le sommeil REM semble associé a I'intégration de ce qui a trait notamment aux

nouveaux apprentissages, et a lamémoire procédurale®’*. De plus, des études ont mis en évidence que

la qualité et la quantité de sommeil chez les personnes agées étaient associées a un déficit cognitif
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notamment dans des tdches nécessitant un codage de la mémoire verbale*’®. Le sommeil est ainsi
important afin de consolider les informations apprises pendant la journée®*%%477 Nos résultats
montrent qu’en vieillissant, les microcébes dorment plus (NREM2). Cependant, aucune corrélation
significative n’a été mise en évidence entre la quantité de sommeil NREM2 durant la phase de repos
des animaux et le taux de réussite lors de I’exercice de mémoire (r> = 0,006 ; p = 0,79). Par ailleurs, plus
le sommeil REM est important pendant la phase de repos des microcebes et plus le taux de réussite
lors d’un exercice d’apprentissage est élevé (r?> = 0,35 ; p = 0,03). Le faible nombre d’individus utilisés
pour I’évaluation des rythmes veille-sommeil peut expliquer la raison pour laquelle nous ne trouvons
pas de relation entre les fonctions mnésiques et le sommeil NREM2. L'augmentation du nombre
d’individus devraient nous permettre de retrouver les effets du vieillissement sur le cycle veille-
sommeil et de pouvoir les corréler avec les résultats cognitifs. Afin de pouvoir déterminer I'impact
direct du sommeil sur les capacités cognitives, il faudrait enregistrer le cycle veille-sommeil pendant

les jours au cours desquels les tests cognitifs sont effectués.

Les ondes théta, alpha, béta et gamma sont en lien avec les fonctions cognitives8®2092:457.478,479

Ainsi, dans le cortex préfrontal, ces ondes sont associées a différents aspects de la mémaoire:
I'organisation temporelle pour les ondes théta®, la récupération des informations a long-terme pour
les ondes alpha®, 'attention et la maintenance des informations de la mémoire de travail pour les
ondes gamma®*°* et un rdle dans le processus de prise de décision pour les ondes béta®2. Par ailleurs,
le vieillissement est associé a une modification de la puissance de ces ondes. Pendant la période de
repos, les personnes agées présentent un ralentissement de I'EEG au niveau des aires préfrontales®®.
Avec l'age, les ondes béta et gamma sont augmentés tandis que les ondes théta et sigma sont
diminués®®, Une étude de Dustman et al.*®* a montré que I’activité EEG s’uniformise avec 'dge. Ainsi,
I"augmentation du couplage cortical chez les sujets agés est corrélée avec la puissance EEG ce qui sous-
entendrait I’existence d’'un mécanisme commun sous-jacent. Ce processus induirait une diminution de
la fonction inhibitrice centrale. Cependant, nous avons trouvé que les DSP des ondes delta, théta,
alpha, béta et gamma étaient augmentées chez les microcébes agés par rapport aux individus jeunes
(Figure 34). L'augmentation des ondes béta et gamma chez les sujets dgés est cohérente avec plusieurs
études®°®, Voytek et al.°® ont montré qu’avec I'dge, la puissance des ondes de basse fréquence était
diminuée tandis que celle des ondes de haute fréquence augmentait. Cependant, I’étude de Carrier et
al.®®> a mis en évidence que 'Homme agé présentait une augmentation de la puissance des ondes béta
sans entrainer de modification de la qualité du sommeil. Il est possible qu’au cours du vieillissement,
I"augmentation de la DSP des ondes béta pendant le sommeil serait le signe précoce de la détérioration

|95

de la qualité du sommeil®. L’'augmentation de la puissance des ondes mettrait en évidence la

vulnérabilité du cycle veille-sommeil vieillissant. Par ailleurs, plusieurs études ont montré que la hausse
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de puissance des ondes delta, théta et alpha était indicative de déficits cognitifs liés a I’age® . Chez
les sujets jeunes, une bonne performance cognitive a un test de tri de cartes (Wisconsin card sorting
test) est associée a des ondes théta et alpha augmentées!®. Lors du vieillissement, la diminution des
fonctions cognitives lors de cette tache est corrélée avec une réduction des ondes alpha. De plus, un
ratio élevé théta/gamma, dans le cortex préfrontal humain, est significativement associé avec un
déficit mnésique®. Les entrainements d’équilibre et physique (exergame) influencent positivement
I’activité et le fonctionnement du cortex préfrontal chez les individus 4gés*®2. Lors de notre étude, nous
avons montré qu’une bonne performance lors d’un exercice de mémoire tendait a étre associée a une
augmentation de la puissance des ondes (r>=0,28 ; p = 0,08). A part cette tendance, aucune corrélation
n’a été mise en évidence entre les DSP et le taux de réussite lors de I'apprentissage (r> = 0,03 ; p =
0,61). Cependant, chez les individus agés, aucun lien significatif n’a pu étre montré entre ces deux
parametres que cela soit pendant I'apprentissage ou durant un exercice de mémoire (Apprentissage :
r’=0,19, p = 0,57 ; Mémoire : r* = 0,22, p = 0,69). La variabilité des données de DSP et de taux de
réussite pourrait expliquer I'absence de corrélation pour les individus agés. Nous pouvons supposer
gue I'augmentation des ondes cérébrales (delta, théta et alpha) serait une réponse du cerveau afin de
maintenir ou ralentir les effets de la dégradation progressive des fonctions mnésiques lors du
vieillissement. Par ailleurs, il est important de remarquer que I'age des individus agés n’est pas
suffisamment représentatif du vieillissement. En effet, I’dge des animaux de ce groupe (n = 4) ne
dépassent pas 7 ans. Il est possible que 'augmentation du nombre d’individus nous permette de
mettre en évidence la présence de systémes de compensation et le déclin de ces mécanismes avec
I’age. L'étude sur un nombre plus important d’individus agés devrait nous permettre de démontrer
une corrélation entre fonctions cognitives diminuées et I'incidence augmentée des ondes cérébrales

au cours du vieillissement.

Pour finir, nous nous sommes intéressés au processus de neurogenese chez le microcebe et
avons cherché a savoir si le vieillissement avait un impact sur ce mécanisme dans la ZSV qui est une
niche neurogénique conservée chez les mammiféeres. Ce travail de these est le premier a démontrer
I’existence de ce processus, chez le microcebe adulte, et est un des premiers chez un primate

132483 En effet, nous avons pu observer la présence de neuroblastes et de cellules

prosimien
précurseurs d’oligodendrocytes chez les individus jeunes et agés, dans la partie dorsale de la ZSV et la
corne (Figures 36-37). Dans la partie dorsale, aucun changement significatif dans la densité cellulaire
n’a été remarqué que cela soit concernant les neuroblastes ou les oligodendrocytes. Cependant, le
ratio des cellules oligodendrocytaires par rapport au nombre total de cellules était significativement

augmenté chez les microceébes agés tandis que le ratio des cellules neuronales n’était pas modifié avec

I’age. Dans la corne, le vieillissement a induit une diminution du nombre de neuroblastes mais n’a eu
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aucun impact significatif sur le nombre de cellules précurseurs d’oligodendrocytes. Au contraire de la
partie dorsale, la proportion de cellules oligodendrocytaires n’est pas modifiée significativement tandis
que le ratio des neuroblastes a été augmenté avec I’age. Le vieillissement a ainsi eu un impact sur la
balance neurone/glie différent selon la zone de la ZSV. Les neuroblastes et les cellules précurseurs
d’oligodendrocytes jouent un rdle critique en se différenciant en neurones ou oligodendrocytes afin
de compenser la perte de cellules cérébrales. Dans notre étude, il semblerait que la voie
oligodendrocytaire soit privilégiée dans la corne de ZSV tandis que dans la partie dorsale, la voie
neuronale soit favorisée. Ces résultats sont cohérents avec les données observées chez la souris
montrant que la gliogenése est maintenue au cours du vieillissement, au détriment du processus de

neurogenése*?,

Psachoulia et al.*®® ont démontré que la durée de la mitose des cellules précurseurs
d’oligodendrocytes augmentait avec I'age, chez les souris, et que cette hausse était associée a une
réduction de la production d’oligodendrocytes et a la présence d’une population quiescentes des
cellules précurseurs. La diminution du processus d’oligodendrogenese pourrait étre causée par une

réduction de la prolifération des cellules précurseurs d’oligodendrocytes.

Avec I'dge, une perte de CSN a été trouvée chez des souris'®®. Par ailleurs, lorsque les CSN sont
isolées in vitro, les cellules de la ZSV, provenant d’animaux agés, ont conservé leur capacité de
prolifération et de différenciation permettant de produire notamment des neurones fonctionnels mais
I’efficacité est diminuée par rapport a celle des CSN jeunes. Nos résultats suggerent que la ZSV possede
des microdomaines régionaux distincts dans lesquelles la balance neurone/glie évolue avec I'dge de
maniere différente. Cette régionalisation, semblable a celle des rongeurs, permet de mettre en
évidence la sensibilité de la balance neurone/glie face au vieillissement!®®%®  [|’analyse de la
prolifération cellulaire chez le microcébe a permis de montrer que dans la partie dorsale de la ZSV, le
nombre de cellules en prolifération était diminué chez les animaux agés (Figure 39). Cette persistance
de la prolifération cellulaire au cours du vieillissement est cohérente avec I'étude de Fasemore et a/*®3,
Cette derniére a prouvé qu’avec I'age, la prolifération cellulaire est diminuée chez trois primates (G.
demidoff, P. potto et L. catta) mais reste présente. Plusieurs travaux ont montré que le taux de
prolifération cellulaire ainsi que la fraction de cellules qui se sont différenciées en neurones et leur

taux de survie sont significativement diminués avec I'dge chez les rongeurs!®”1%°

. Il est établi qu’une
partie des neuroblastes formés au sein de la ZSV migrent vers les bulbes olfactifs via le CMR126:150-153,
Par ailleurs, nous avons mis en évidence qu'’il existe un ventricule continu partant de la ZSV et s’étirant
jusqu’aux bulbes olfactifs (Figures 40-41). La présence d’une extension des ventricules latéraux
jusgu’aux bulbes olfactifs a été reportée chez plusieurs espéces. En effet, chez le mouton et le lapin, il

a été démontré que la ZSV s’étendait jusqu’aux bulbes olfactifs et que le CMR serait située autour de

ce ventricule®® 8, De plus, la présence de ce ventricule olfactif a également été mis en évidence chez
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les primates tels que le macaque®® et ’THomme*™%3, Chez 'Homme, il a été noté que ces ventricules
olfactifs fusionnaient pendant le développement fecetal et qu’il ne resterait que des restes de cette
structures a I'dge adulte***%>, Ce résultat est cohérent avec le développement du CMR chez les
rongeurs qui s’organiserait autour d’un reste de I'extension du ventricule latéral jusqu’aux bulbes
olfactifs**®. Nos résultats permettent de montrer que le microcébe se rapproche plus des rongeurs sur

I’organisation du CMR que de 'Homme.

L'analyse du CMR a montré la présence de neuroblastes migrant le long de ce ventricule
jusqu’aux bulbes. En effet, au niveau des bulbes olfactifs, nous avons pu observer que le ventricule se
terminait au centre de la structure et que cette extrémité est bordée de cellules souches et de
progéniteurs neuraux (Figure 42). Cette niche neurogénique a été mise en évidence chez d’autres
espécest’3487:489497 at pour la premiére fois chez le microcébe au cours de ce travail. Au contraire des
autres mammiféres, Bergmann et al.**® ont montré qu’il n’y avait pas ou peu de neurogenése post-
natale dans le bulbe olfactif humain. La neurogenése de la ZSV est impliquée dans la régulation de
plusieurs fonctions telles que la discrimination des odeurs, I'apprentissage ou la mémoire olfactive
chez les rongeurs®”4%°, En effet, il a été établit qu’une fraction des nouveaux neurones matures des
bulbes olfactives créaient une inhibition suffisante pour accélérer I'apprentissage de la discrimination
entre deux stimuli et améliorer la mémoire 3 long-terme chez la souris®®. De plus, I"apprentissage de
la discrimination olfactive induisait une diminution de I'élimination des nouveaux neurones par
apoptose dans la fenétre critique de survie cellulaire et une régulation de leur distribution spatiale®°®,
Durant le vieillissement, moins de nouveaux neurones atteignent le bulbe olfactif et se différencient
en interneurones chez la souris, en raison d’une réduction probable de la prolifération cellulaire dans
la ZSV>92°93, Cependant, aucun changement significatif dans le nombre total d’interneurones n’a été
indiqué au sein du bulbe olfactif de la souris, avec I’age. Par conséquent, des mécanismes comprenant
une diminution de la mort cellulaire des interneurones existants et/ou une hausse de la survie des
nouvelles cellules ayant migrées jusqu’aux bulbes olfactifs, doivent étre mis en place afin de
compenser la baisse de la neurogenese olfactive. L’étude du lien entre fonctions olfactives et la
neurogenése chez le microcébe devra étre effectuée afin d’observer I'impact du vieillissement sur

cette relation.

Afin de visualiser la migration des neuroblastes, plusieurs études ont utilisé des techniques
d’imagerie telles que I'IRM couplé & une injection de microparticules d’oxyde de fer®%4>5%, Ces
méthodes permettent d’obtenir des informations sur la distance parcourue par les neuroblastes ou
encore la durée nécessaire afin qu’ils atteignent les bulbes olfactifs. L'impact du vieillissement sur ces
deux paramétres pourra également étre étudié chez le microcebe. En effet, chez le rongeur, les

données d’IRM in vivo chez les rongeurs ont montré que la distance parcourue et le taux de migration
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diminuaient avec I'age®”’. L'existence d’'un CMR est trés controversée chez I’'Homme?#91:494:495508,505
Plusieurs études de Sanai et al.****%>508 émettent des doutes quant a I'existence d’un CMR. Au
contraire de I'étude précédente, Quinones-Hinojosa et al.°® ont suggéré qu’un vestige de CMR
persistait chez ’'Homme tandis que Curtis et al.*' montrait qu’il existait un CMR dont la structure
anatomique était différente de celle des rongeurs et des primates non-humains. Au cours de notre
étude, nous avons pu mettre en évidence la présence d’un CMR chez le microcebe et d’'un phénoméne
de migration des neuroblastes entre la ZSV et les bulbes olfactifs. Il serait ainsi intéressant d’étudier le

temps de migration des neuroblastes chez le microcebe le long du CMR.

Par ailleurs, les mécanismes moléculaires régissant la neurogenése et I'oligodendrogenese
peuvent étre influencés par des facteurs extrinseques (hormones, alimentation, perturbateurs
endocriniens...)?>178180.208 'g5chant que les techniques d’investigation de la neurogenése chez ’'Homme
sont limitées, le microcebe présente un intérét certain en raison de sa proximité phylogénétique et
anatomique avec I'étre humain®®, L’amélioration et le développement de techniques permettent
d’étudier les structures cérébrales et neuronales en limitant la pratique de I'euthanasie*%°05°%,
L'utilisation des injections intraventriculaires de particules de fer associée au suivi par IRM pourraient
permettre d’observer certains parametres chez le microcebe tels que la migration des progéniteurs
neuronaux. Cependant, il n’existe aucune technique alternative pour visualiser les différents types

cellulaires au sein des structures cérébrales d’intérét. L’euthanasie d’une fraction des animaux reste

ainsi nécessaire pour I'utilisation de I'immunomarquage.

Cette étude cherchait a caractériser plusieurs paramétres cérébraux au cours du vieillissement
chez le microcébe. Nous avons pu déterminer que la variabilité inter-individuelle a rendu difficile
d’observer 'apparition de déficits cognitifs. Il semblerait aussi qu’il existe un biais concernant les
individus agés. En effet, nous pouvons supposer que les animaux vivant le plus longtemps sont ceux
qui maintiennent des fonctions cognitives a un niveau équivalent a celui des sujets jeunes permettant
d’augmenter leur chance de survie. Ce comportement adaptatif serait une stratégie a long-terme des
animaux et ne nous permettrait pas d’observer de déficits cognitifs. L'augmentation du nombre
d’individus ainsi que le suivi longitudinal des animaux devraient permettre de suivre la réelle évolution
des performances cognitives avec I'age. De plus, le choix du test a aussi son importance car une
récompense adaptée induit une motivation accrue des animaux pour la tache ce qui permet de
visualiser des changements au cours du vieillissement. La récompense lors de la tache de
discrimination visuelle ne doit pas étre assez forte pour inciter les microcébes a effectuer le test sans
effectuer de refus. Un renforcement par la nourriture devrait pouvoir augmenter la motivation surtout
des individus jeunes. Par ailleurs, I’étude de la neurogenése a permis de montrer pour la premiere fois

I’existence et la persistance du processus au cours du vieillissement. Cette découverte est importante
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car elle permet de montrer que le microcébe monterait des similitudes au niveau de la plasticité
cérébrale avec les rongeurs. Certains parametres de la neurogenése (migration, bulbes olfactifs...)
n’ont pour le moment été étudiés que chez un seul individu agé. Ce point met en lumiére les limites
de nos conclusions. Il serait important d’augmenter le nombre d’individus jeunes et agés des deux
sexes afin de déterminer I'impact de I'dge sur ces parameétres de plasticité. En effet, parmi les individus
utilisés pour caractériser la neurogenése, la présence de femelles améne a se poser la question de
I'impact des hormones sexuelles sur la neuroplasticité. De plus, I'étude prochaine de la formation de
nouveaux neurones avec le marqueur BrdU sera utile pour monter I’évolution du nombre de cellules
en division au cours du vieillissement. La mesure du processus au niveau du gyrus denté, zone
neurogénique importante, permet d’estimer I'impact de I’dge sur ce processus et de pouvoir mettre
les résultats en lien avec les performances cognitives des animaux. La mise en relation de tous les
parametres étudiés dans cette étude est important afin de comprendre comment chacun des facteurs
interagissent entre eux. Nous supposons que le processus de neurogenése permettrait de soutenir les

fonctions cognitives en permettant une bonne transmission des informations.

Ce gu’il faut retenir

Au cours de cette étude, nous avons pu démontrer que le vieillissement induisait des effets
sur la cognition, I'activité cérébrale et au niveau cellulaire chez le microcébe. Avec I'age, certains
animaux ont présenté une diminution de leurs performances cognitives (apprentissage, mémoire et
exploration) tandis que d’autres ont réussi a maintenir leurs capacités a un niveau équivalent voir
supérieur a celui des jeunes. Le vieillissement a aussi induit une modification du destin des CSN
adultes en favorisant la production des neuroblastes ou des oligodendrocytes. Les fonctions
cognitives et le processus de neurogenese sont a mettre en lien avec les changements effectifs des
ondes cérébrales. Nous pouvons ainsi dire que I’age cause des altérations cérébrales mais que ces
derniéres peuvent étre compensées afin de maintenir les fonctions cérébrales le plus longtemps
possible. Un nombre d’animaux plus importants ainsi que I'étude des liens entre ces différents
facteurs devraient permettre d’améliorer encore notre compréhension des effets du vieillissement

sur les principales fonctions cérébrales et comment les moduler.
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Effets des modifications environnementales

A. Etude 1: Impact d’'une supplémentation a long-terme en acides gras
polyinsaturés n-3

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés a I'impact d’une supplémentation a long-
terme en AGPI n-3 sur les fonctions cognitives, I'activité corticale et la neurogenése chez le microcebe
adulte. En général, les résultats montrent que la supplémentation affecte de maniére positive le
comportement de I'animal en diminuant I'anxiété et en améliorant le taux de réussite pendant les tests
d’apprentissage et de mémoire. Par ailleurs, la supplémentation modifie significativement I’activité
électrique corticale et semble induire une augmentation de la neurogenese dans des régions

cérébrales spécifiques, a savoir le gyrus denté, le bulbe olfactif et la ZSV.

La quantification des acides gras plasmatiques réalisée sur une fraction de chaque groupe a
permis de montrer que les AGPI n-3 circulants étaient multipliés par 3, y compris I'EPA et le DHA chez
les individus ayant recu un régime alimentaire supplémenté en huile de poisson pendant 21 mois, en
comparaison avec ceux qui ont été supplémentés en huile d’olive (Figure 43). Les niveaux plasmatiques
sont de bons indicateurs de la composition corporelle en acides gras. En effet, chez les mammiféres,
|"augmentation de DHA alimentaire est corrélée avec le DHA plasmatique, ce qui permet de prédire le
statut en DHA des organes internes®® De plus, le systéme nerveux central adulte n’est pas
complétement imperméable aux changements de DHA dans I'alimentation®'°, de sorte que le DHA
plasmatique est un biomarqueur utile du DHA cérébral. L’augmentation des niveaux d’AGPI n-3 chez
les animaux supplémentés est associée avec la diminution des niveaux des AGPI n-6 et des acides gras
monoinsaturés, ramenant le ratio moyen AGPI n-6 : AGPI n-3 a 0,81 par rapport au ratio de 4,41
observé en moyenne chez les individus CTL. Une étude chez ’'Homme a montré qu’un rapport proche
de 1 était recommandé pour la santé®l, Ces proportions sont similaires a celles trouvées par Vinot et
al.?® chez les microcébes soumis a une supplémentation en AGPI n-3 pendant une durée de 5 mois. La
supplémentation semble étre en adéquation avec les recommandations faites chez I’'Homme et devrait
étre ainsi bénéfique pour la santé des microcebes. Nos résultats montrent que les animaux CTL
présentent un déficit en AGPI n-3 au contraire des animaux supplémentés en huile de poisson qui
présente un ratio proche de 1. La supplémentation a permis de restaurer les niveaux d’AGPI n-3. Un
bon ratio AGPI n-6 : AGPI n-3 est important pour de nombreux processus tels que I'expression des
génes, la transmission du signal nerveux ou encore la division cellulaire. Nous pouvons supposer qu’un
ratio en faveur des AGPI n-3 permettrait de stimuler la plasticité qui sont importants pour les fonctions

cognitives et la production de nouveaux neurones.
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La supplémentation chez le microcebe a eu des conséquences sur le comportement comme
sur I'anxiété, la motivation et les fonctions mnésiques. En effet, I'anxiété peut influencer les résultats
cognitifs en jouant un role sur la motivation et la mémoire. Lors d’une tache d’apprentissage et de
mémoire, les AGPI n-3 ont eu des effets sur des parametres différents du test de discrimination visuelle
(Figure 44). En effet, aprés 18 mois de supplémentation, le nombre de refus a diminué au cours du
temps pendant l'apprentissage. Toutefois, les animaux supplémentés n’ont pas présenté de
modifications dans le nombre de refus au cours de I'exercice de mémoire. Les animaux supplémentés
refusaient moins que le groupe CTL pendant I'apprentissage mais aucun effet du régime n’a été
observé sur le nombre de refus lors des exercices de mémoire. De plus, concernant les sessions
d’apprentissage, le taux de réussite des animaux AGPI n-3 s’améliorait au cours du temps. Pendant les
exercices de mémoire, le groupe AGPI n-3 avait tendance a réussir significativement mieux que les
animaux CTL. Ces résultats sont cohérents avec d’autres études?3¢-238512513 ne étude de Cutuli®* a
pu montrer que les effets bénéfiques des AGPI n-3 chez ’'Homme ne soient apparents qu’avec un
déficit cognitif marqué au cours du vieillissement ou durant une supplémentation a long-terme. De
maniére similaire a I'Homme, les effets des AGPI n-3 apparaissent au fur et a mesure de la
supplémentation au niveau des fonctions cognitives chez le microcebe. De plus, une revue de

Stonehouse?®®

a montré que chez 'Homme, la consommation des AGPI n-3, notamment le DHA,
permettait d’améliorer les performances cognitives en lien avec les taches d’apprentissage, de
développement cognitif, de mémoire et de vitesse d’exécution. Les effets seraient le plus bénéfique
chez les personnes ayant des régimes pauvres en DHA et les sujets agés souffrant de déclin cognitif ou
de MCL. La diminution du nombre de refus chez les individus supplémentés résulterait en une
motivation accrue et un taux de réussite plus élevé au cours des sessions d’apprentissage. Dans ce
contexte, moins de refus pourrait indiquer une augmentation de la motivation. Cette derniéere
correspond a I’ensemble des processus orientant |I’action d’un individu vers un objectif spécifique en
provoquant un comportement particulier®®®, La saison estivale (photopériode longue, TO et T12) était
plus favorable au travail des animaux. En effet, le nombre de refus était inférieur et le taux de réussite
était plus élevé durant cette saison. En hiver (photopériode courte, T6 et T18), les microcébes sont peu
actifs et mettent en place des stratégies d’économie d’énergie. Cette réduction de I'activité cause une
diminution de la motivation®®, qui est caractérisée par un nombre important de refus chez les
individus CTL pendant I'apprentissage et I'exercice de mémoire. La supplémentation semble agir sur la
motivation des animaux, induisant une réduction du nombre de refus. La différence de résultats entre
les deux photopériodes semble indiquer que les refus sont plutot en lien avec un défaut de motivation
et pas liés a une incompréhension de I'exercice. De plus, I'anxiété apparait étre un parametre
important dans la réduction des refus. En effet, I'animal le moins anxieux est celui réussissant le mieux

par rapport aux animaux les plus anxieux.
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La tache de I'openfield est un indicateur du statut émotionnel des individus (Figure 45). Un de
ses parametres, la latence au premier mouvement, un indicateur d’anxiété, tend a étre différent entre
les deux groupes (p = 0,06). Les animaux supplémentés font significativement leur premier mouvement
plus rapidement a T20 qu’a T1 au groupe CTL. Les AGPI n-3 réduisent le stress, permettant aux animaux
d’explorer leur environnement plus facilement tandis que les individus CTL seraient plus anxieux
expliquant leur latence importante. Vinot et al.2*® ont montré que les microcébes supplémentés
présentaient un niveau d’anxiété plus faible, une activité locomotrice spontanée réduite pendant une
tache d’openfield et de meilleures performances au labyrinthe de Barnes en comparaison avec les

48 ont démontré que durant une tiche d’openfield, les

animaux CTL. De plus, Prut et Belzung
traitements anxiolytiques n’avaient pas une action directe sur I'exploration mais permettaient une
réduction de l'inhibition du comportement d’exploration induite par le stress. Cependant, nous
n’avons pas observé de changements significatifs dans la durée d’activité et la distance parcourue,
entre les deux groupes lors des tests a T1 et T20. La variabilité marquée entre les individus du groupe
AGPI n-3 montre que certains individus n’explorent pas ou peu leur environnement alors que d’autres
présentent une activité exploratoire importante. Cette différence majeure entre les individus
supplémentés peut ainsi expliquer pourquoi aucune différence significative n’a été trouvée. Ces
observations confirment les effets anxiolytiques des AGPI n-3. En effet, I'étude de Mathieu et al.>'" a
montré que les rats adultes déficients en AGPI n-3, apres une séparation précoce avec la mére, étaient
plus anxieux et vulnérables au stress que les autres. |l apparait que le déficit en AGPI n-3 pourrait
altérer la capacité des rats, séparés de leur mere prématurément, a controler leur réponse face a la
peur. Il a été montré chez 'Homme que la supplémentation en DHA induisait une réduction de 50%
des troubles de I'anxiété>®®. De plus, les AGPI n-3 permettraient une mémorisation plus efficace de
|"apprentissage réalisé 6 mois précédemment pendant la tache de discrimination visuelle, par une
augmentation de la motivation et une diminution de I'anxiété. Par conséquent, I'augmentation du taux
de réussite semble indiquer davantage une motivation accrue ou une anxiété réduite (diminution
significative du nombre de refus) plutét qu’'une amélioration intrinséque de I'apprentissage ou de la
capacité de mémorisation (aucun effet significatif sur le nombre d’erreurs). Le fait que cette
augmentation des performances soit due a la motivation et a I'anxiété signifie que le test de
discrimination visuelle ne soit pas le plus adapté afin d’observer les différences cognitives. Une
modification du protocole de test avec un renforcement positif avec de la nourriture devrait permettre
de pouvoir enlever le facteur de la motivation et de pouvoir observer I'effet du traitement sur les

fonctions cognitives.

L’analyse de I'activité corticale par la méthode d’EEG a permis d’étudier les effets des AGPI n-

3 sur les rythmes veille-sommeil et les ondes cérébrales associées aux différents états
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comportementaux (Figure 46). La supplémentation induit une augmentation de la puissance des ondes
alpha (p =0,008), béta (p <0,001) et gamma (p < 0,001), sans modification significative des ondes delta
(p =0,31) et théta (p = 0,06). Les ondes théta, alpha, béta et gamma ont été reliées avec les fonctions
cognitives®20.92457.478479 " Dans |e cortex préfrontal, ces ondes reflétent différents aspects de la
mémoire (I'organisation temporelle pour les ondes théta®, |a récupération des informations a long-
terme pour les ondes alpha®-°, I'attention et la maintenance des informations de la mémoire de travail

9394 ot un réle dans le processus de prise de décision pour les ondes béta®?). Des

pour les ondes gamma
études EEG chez 'Homme ont montré qu’un régime riche en EPA, pendant 4 semaines, entrainait une
attention améliorée, une réduction des ondes béta et une hausse des ondes théta®!®%, De facon
intéressante, les animaux supplémentés en AGPI n-3 avaient tendance a avoir un taux de réussite plus
élevé. Il est possible que I'augmentation des ondes alpha permettrait I'amélioration du stockage des
nouvelles informations et sa récupération pendant I'exercice de mémoire. Par ailleurs, I'augmentation
de la puissance des ondes béta impliquées dans le processus de prise de décision pourrait expliquer,
au moins en partie, un taux de réussite plus élevé et une latence plus faible chez les animaux
supplémentés. De plus, un ratio élevé théta/gamma, dans le cortex préfrontal humain, est
significativement associé avec un déficit mnésique®. Plusieurs études chez le rat ont démontré que la
supplémentation en AGPI n-3 améliorait I'efficacité de la pompe Na*/K*-ATPase (responsable du
maintien des potentiels de membrane)?’>*?! mais permettait également un bon fonctionnement
synaptique des synapses monoaminergiques®®’. Dans cette étude, nous avons pu démontrer que les
ondes cérébrales étaient modifiées aprés 18 mois de supplémentation en DHA et EPA avec une
augmentation des ondes théta, alpha, béta et gamma. Ces résultats présentent des différences par
rapport aux études de Fontani et alP'>%?°, En effet, dans les études chez ’'Homme, les quantités
journalieres de DHA et d’EPA étaient respectivement de 300 mg et 150 mg alors que nous avons
administré quotidiennement 30 mg de DHA et 6 mg d’EPA chez le microcébe. De plus, nous avons
étudié les effets d’une supplémentation a long-terme en AGPI n-3 alors que dans les études présentées
précédemment, I'ajout de DHA et/ou d’EPA n’excédait pas les 3 mois. Malgré une différence de
quantité d’AGPI n-3, nous pouvons supposer que la supplémentation a long-terme pourrait prévenir
le déclin des fonctions cognitifs en permettant de moduler 'activité cérébrale>?. Cet effet peut étre
obtenu en améliorant la fluidité membranaire de la bicouche lipidique, phénoméne essentiel dans la
diffusion du signal nerveux, en particulier pour le fonctionnement normal des protéines membranaires
et du phénomeéne d’exocytose®?®. Nous pouvons supposer que l'augmentation de la puissance des

ondes cérébrales serait en lien avec I'amélioration des performances cognitives chez le microcébe.

Nous avons ensuite cherché a savoir si la supplémentation en AGPI n-3 pouvait avoir un effet

sur le processus de neurogenese, dans les régions cérébrales impliquées dans la mémoire, les émotions
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et les fonctions sensorielles (Figures 47-49). Cette activité neurogénique a été mise en évidence dans
le cerveau de primates adultes, notamment les macaques, au niveau des régions du bulbe olfactif, de
la ZSV'"? et de I'hippocampe?1?°, Dans les régions associées avec la mémoire telles que le bulbe
olfactif et le gyrus denté, les AGPI n-3 semblent augmenter la neurogenése d’environ 30% chez les
individus supplémentés en comparaison avec le groupe CTL. La supplémentation en AGPI n-3 stimule
donc la production de nouveaux neurones®. Plusieurs études ont déterminé que les AGPI n-3
inversaient les changements de plasticité liés a I'dge?’>52452%_ Borsini et al.*” ont démontré que les
AGPI n-3 permettait de contrebalancer les effets d’une cytokine pro-inflammatoire IL-1p (interleukine
1) augmentant au cours de la vie et ayant un impact négatif sur le processus de neurogenese chez
I'Homme. Les AGPI n-3 auraient ainsi un effet protecteur sur la neuroplasticité. Une étude chez le rat
agé a montré que la supplémentation en DHA augmentait la neurogenése hippocampique démontrant
I'implication des AGPI n-3 dans le développement et la maintenance de I'apprentissage et de la
mémoire par la stimulation de la production de nouveaux neurones dans I’hippocampe?’®, En effet,
chez les rongeurs, une carence en AGPI n-3 était associée a des déficits cognitifs et une réduction de
la plasticité hippocampique alors qu’une supplémentation permettait une augmentation des capacités
d’apprentissage et de mémoire ainsi qu’une amélioration de la plasticité cérébrale?*:528-531, De plus,
les nouvelles cellules granulaires du gyrus denté semblent étre dédiées aux traitements d’informations
lides a I'expérience et aux réglages des processus de post-apprentissage tel que la consolidation de la
mémoire’®2, Ainsi, I'incorporation des nouveaux neurones dans les réseaux hippocampiques est
importante dans les processus de mémoire lors des taches spatiales. A I’age adulte, I'administration
de DHA chez des rats a induit une augmentation significative du nombre de nouveaux neurones
hippocampiques et a favorisé la différenciation des cellules souches neurales?’®. Des mesures en
neuroimagerie chez I’'Homme adulte et agé ont suggéré que la supplémentation en AGPI n-3 était
associée a l'augmentation des volumes de substance grise et au maintien de l'intégrité micro-
structurelle de la substance blanche®2. Une étude immunohistochimique, chez le rongeur 4gé, a mis
en évidence qu’une supplémentation en AGPI n-3 a stimulé le processus de neurogenése associé a une
hausse de I'expression des récepteurs RAR et RXR (RAR : Retinoic Acid Receptor; RXR : Retinoid X
Receptor) qui sont impliqués dans des processus cellulaires tels que I'apprentissage et la mémoire, au
niveau de la zone CA1 et du gyrus denté de I’hippocampe®?*. Cutuli et al.>*® ont trouvé que des souris
agées supplémentées en AGPI n-3 ont présenté une augmentation de la neurogenése hippocampique,
de l'arborisation dendritique des nouveaux neurones ou encore de la densité neuronale mais
également une diminution de I'apoptose. Le méme phénomeéne semble se produire dans le bulbe
olfactif des rats. Au niveau de I'amygdale, le processus a tendance a étre différent chez le groupe
supplémenté avec une augmentation plus modérée de seulement 9%. De plus, les AGPI n-3 semblent

avoir un effet important sur la neurogenése dans la ZSV (avec une amélioration de 37%), démontrant
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I'influence des AGPI n-3 sur le processus de neurogenese, dans une région décrite précédemment
comme hautement neurogénique chez les mammiféres. Nos résultats ont permis de mettre en

évidence que les AGPI n-3 induisent des effets régionaux au niveau du processus de neurogenése.

Puis, nous avons voulu savoir si la neurogenése était importante dans les aires cérébrales
associées avec le traitement d’informations sensorielles telles que le cortex auditif et visuel car les
tests cognitifs utilisés dans cette étude utilisent les sens de la vision et de I'audition. L’existence de la
neurogenése dans le cortex adulte est controversée. En effet, des études chez les rongeurs et les
primates non-humains ont montré que la neurogenése persistait dans le néocortex adultel’%74,
Cependant, d’autres études n’ont pas trouvé de processus de neurogenese corticale dans des
conditions physiologiques!?”>3, Gould et al.*?® ont démontré que les nouveaux neurones corticaux
adultes chez les macaques ont une existence transitoire. Chez ’'Homme, la neurogenése corticale est
limitée au développement®“. Les données obtenues dans ce travail permettent de montrer la présence
du processus chez les deux groupes a la fois au niveau des cortex auditif et visuel. Cependant, aucune
différence n’a été mise en évidence dans ces deux zones entre les individus CTL et supplémentés. Il est
important de noter que dans notre étude, nous avons examiné la production de neurones dans une
fenétre de temps de 2 semaines, pendant laquelle les cellules sont toujours immatures. Nous ne
connaissons pas le devenir de ces cellules apres cette période. La réparation d’ADN, la
dédifférenciation neuronale et le processus de neurogenése pourraient expliquer I'augmentation de
I'incorporation de BrdU>®. Il serait intéressant d’étudier le temps requis pour la maturation des
neurones chez le microcebe, par l'intermédiaire d’une étude in vitro des cellules neurales. Une
immunohistochimie a triple marquages avec un marqueur d'immaturité neuronale, la doublecortine
(DCX), devrait nous permettre de différencier les neurones matures et immatures. En effet, Goodman
et al.’®’, ont démontré que les nouveaux neurones hippocampiques, agés de 1 a 2 semaines, ne
contribuaient pas a une tache d’apprentissage mais étaient impliqués, plus tard, dans la mémoire
spatiale. Les neurones en cours de maturation ont des propriétés physiologiques et morphologiques
différentes de celles des neurones matures®?, En effet, pendant la premiére semaine de formation des

183 ont montré que chez des souris femelles C57BL/6, les neurones avaient

neurones, Esposito et al.
des extrémités immatures et étaient synaptiquement silencieux. Pendant la deuxiéme semaine apres
leur formation, des entrées synaptiques lentes GABAergiques se sont formées quand les neurones
présentaient des dendrites sans épines. Cependant, des entrées glutamatergiques et des réponses
GABAergiques rapides ont été détectées apres 4 semaines. Il a été suggéré que grace a leurs
propriétés, les neurones immatures pourraient étre plus facilement recrutés au sein des réseaux

164

impliqués dans les processus de mémoire spatiale™* et mobilisés dans les circuits hippocampiques

pendant la mise a jour des informations stockées'®®. Un modéle neuro-informatique de neurogenése
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hippocampique a démontré que les nouveaux neurones permettaient une augmentation importante
de la capacité de la région a récupérer les souvenirs récents!®. Par ailleurs, plusieurs études ont
montré une relation entre 'apprentissage et le nhombre de nouveaux neurones®. En effet, les
nouveaux neurones granulaires, rares dans la population de cellules du gyrus denté adulte, semblent
étre adaptés au traitement des entrées spécifiques liées a I'expérience pendant I'apprentissage et pour
les processus d’ajustement post-apprentissage tels que la consolidation mnésique®’. Cette étude a
montré 'importance des nouveaux neurones hippocampiques dans les processus de mémoire lors des
taches spatiales. La mémoire est donc probablement au moins partiellement supportée par les

nouveaux neurones hippocampiques.

Malgré le faible nombre d’animaux (n = 3 dans chaque groupe), les résultats de neurogenése
sont tres significatifs. Bien que la neurogenése ait été mesurée pendant 2 semaines, les animaux ont
été supplémentés durant une période de 21 mois, par conséquent, un nombre important de nouveaux
neurones a été produit. Ensuite, nos résultats ne montrent pas de lien de causalité formel entre
|"amélioration des fonctions comportementales et la création de nouveaux neurones. Ces observations
sont corrélatives et il faudrait proposer des tests a la fois comportementaux et fonctionnels (IRM
fonctionnelle, mesure de la fonctionnalité des réseaux neuronaux par imagerie a deux photons) afin
d’établir un lien de causalité entre ces phénomeénes. Il semblerait que les AGPI n-3 joueraient un réle
préventif chez les adultes dgés ou comme mesure thérapeutique chez les personnes présentant un
déclin cognitif3>>%3®, En effet, Baleztena et al.>” ont montré que chez des personnes agées de plus de
75 ans et sans déficit cognitif, la supplémentation en AGPI n-3 n’induisait pas d’amélioration des
fonctions cognitives seulement si elles avaient ce régime alimentaire avant. Lors d’'une étude de 5 ans
sur une population d’hommes agés entre 70 et 89 ans, van Gelder et al.>*® ont montré que les sujets
ayant consommé du poisson présentaient un déclin cognitif moins important que pour ceux n’en
consommaient pas. En lien avec la stimulation de la neurogenése, les animaux soumis au régime ont
montré une amélioration des performances cognitives telles que la mémoire de reconnaissance
d’objets, la mémoire spatiale sans modification des niveaux d’anxiété. Nos résultats et ces différentes
études mettent en évidence que la qualité de I'alimentation a un impact sur plusieurs paramétres
cérébraux (cognition, plasticité, activité cérébrale) a 'age adulte ainsi qu’au cours du vieillissement.
Nous pouvons supposer que la supplémentation permettrait de préserver les microcébes de certaines

altérations liées a I'age.

Cette étude a permis de montrer pour la premiére fois I'impact d’'une supplémentation a long-
terme sur plusieurs parametres cérébraux chez le microcebe. Nous avons pu voir que la durée de la
supplémentation permettait d’observer des changements cognitifs. Il serait intéressant de poursuivre

ses recherches afin de déterminer I'impact de l'intervention sur le déclin cognitif avec I'dge. Par
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ailleurs, nous avons pu observer que les AGPI n-3 semblaient agir sur la longévité des individus. En
effet, les animaux supplémentés étaient moins susceptibles de décéder de diverses pathologies. Il
serait ainsi important d’étudier une supplémentation en AGI n-3 tout au long de la vie afin d’estimer
si I'intervention pourrait permettre d’augmenter significativement I'espérance de vie des individus.
L'étude de la neurogenése a montré que les AGPI n-3 stimulaient le processus. Une des limites de notre
analyse est que la mesure de la neurogenése a été effectuée sur 2 semaines au contraire de I'étude
précédente (3 semaines d’injection de BrdU). De plus, les techniques d’analyse utilisés n’ont pas été
les mémes que pour la caractérisation du processus avec l'age (microscopes et protocoles
d’'immunohistochimie différents). Ces différences limitent l'interprétation et la comparaison du
phénoméne entre les deux études. Il aurait été également nécessaire d’étudier les mémes zones
(partie dorsale et corne de la ZSV, 'amygdale, le cortex) et caractéristiques (migration, prolifération...).
Cela aurait apporté plus de poids a nos découvertes. Nous avons récupéré les cerveaux d’animaux
supplémentaires (3 par groupe) aprés 36 mois de supplémentation. Nous supposons que les AGPI n-3
conserveraient un effet bénéfique sur la neuroplasticité a long-terme ce qui permettrait de maintenir
les fonctions cérébrales a un niveau équivalent a celui des plus jeunes. Notre étude a permis de
montrer I'impact de l'intervention a I’dge adulte mais il reste important d’étudier |'effet au cours du
vieillissement. La mise en relation de tous les parameétres étudiés dans cette étude est important afin
de comprendre comment chacun des facteurs interagissent entre eux. Nous supposons que les AGPI
n-3 stimuleraient le processus de neurogenése qui soutiendrait I'amélioration des fonctions cognitives

en permettant une bonne transmission des informations.
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Ce qu'il faut retenir

Nous pouvons conclure que I'amélioration des facteurs non-cognitifs comme I'anxiété et la
motivation par les AGPI n-3, peut jouer un réle sur les performances dans les taches cognitives
(apprentissage, mémoire, exploration). Les AGPI n-3 tendent a augmenter le processus de
neurogenése adulte dans les zones liées a la mémoire et aux émotions. Nous pouvons supposer que
I’établissement de nouvelles connexions entre les neurones nouveaux et existants ainsi que la
plasticité synaptique peuvent supporter des performances cognitives améliorées. L’amélioration
comportementale est aussi accompagnée par des changements dans les ondes théta, alpha, béta et
gamma qui sont en lien avec la mémoire et la prise de décision. Nous pouvons ainsi dire que les
AGPI n-3 pourraient améliorer les fonctions cognitives en augmentant le processus de neurogenése,
la puissance des ondes alpha, béta et gamma, en agissant sur le controle des émotions et de la
mémoire. Ces observations restent corrélatives. La compréhension des liens entre ces différents

facteurs est importante afin d’expliquer les mécanismes d’action des AGPI n-3 sur les principales

fonctions cérébrales.
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B. Etude 2 : Combinaison d’une variation quantitative de I'apport alimentaire
et de I'activité physique sur les fonctions métaboliques et cérébrales

Sachant que I'alimentation et le mode de vie peuvent avoir une influence sur la santé, nous
avons émis |'hypothése que la combinaison d’une restriction calorique chronique et d’une
activité physique réguliére pourrait avoir un effet synergique important permettant de contrebalancer
les effets potentiellement négatifs (atrophie cérébrale liée a la restriction calorique) avec les effets
positifs (maintien du volume cérébral lié a I’activité physique, augmentation de la longévité due a la
restriction calorique et a I'activité physique). Nos résultats ont permis de montrer que les différents
régimes ont eu un impact sur le poids des animaux et sur la quantité de masse grasse. De plus, les
traitements n’ont pas induit de différence dans le nombre de refus lors d’une tache d’apprentissage
et de mémoire. Au bout de 6 mois, les animaux soumis a I'association de la restriction calorique et de
I'activité physique ont présenté une augmentation significative du taux de réussite par rapport aux
individus CTL durant les tests d’apprentissage et de mémoire. Lors de I'apprentissage, les groupes RC
et ACT n’ont pas montré de différences significatives au cours des mois, en comparaison avec les autres
groupes. Aprés 6 mois, les deux groupes actifs ont eu une augmentation de leur taux de réussite par
rapport au groupe CTL. Le taux de réussite des animaux restreints était significativement diminué en
comparaison avec les individus RC+ACT. Par ailleurs, au bout de 3 mois, le groupe CTL a présenté une
augmentation de la glycémie a jeun contrairement aux autres groupes. Aprés 6 mois de traitements,
excepté pour les animaux RC+ACT, la glycémie a jeun a augmenté. Lors des tests de tolérance orale au
glucose, aucune différence n’a été observée entre les différents régimes tout au long des mois de

traitements.

La surveillance hebdomadaire du poids des animaux a montré que lors des 3 premiers mois de
traitements, la restriction calorique et I'activité physique ont causé une perte de poids importante chez
les animaux et la diminution de la masse corporelle était d’autant plus conséquente lorsque les
microcebes étaient soumis aux deux interventions (Figure 50). Cependant, la perte de poids observée
a été contrebalancée par une augmentation de la masse corporelle durant la deuxieme partie de
I’étude. Ces résultats sont cohérents avec la physiologie du microcebe. En effet, en fin de saison
humide, les animaux vont constituer des réserves afin de pouvoir survivre a la saison seche, période
au cours de laquelle les ressources alimentaires se font plus rares3%. Les fonctions reproductives sont
tres colteuses en énergie causant une perte de poids au début de la saison humide en raison d’une
hausse de l'activité et du métabolisme. La combinaison de la restriction calorique et de I'activité
physique a induit une consommation des réserves plus rapide que pour les animaux restreints ou

actifs. L'apport alimentaire quotidien des animaux RC+ACT ne devait pas étre suffisant pour compenser
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les dépenses énergétiques causées par l'activité physique, expliquant la perte de poids plus
importante. Ensuite, a partir de la moitié de la saison estivale, les animaux restreints ou actifs ont
commencé a constituer des réserves en vue de la période hivernale. A I'approche de la photopériode
courte, les animaux réduisent leur activité afin de faire des économies d’énergie et d’augmenter leur
masse corporelle, formant peu a peu des réserves. Les animaux actifs ont compensé les dépenses
induites par I'activité en limitant leurs déplacements au maximum. L’association des deux régimes n’a
pas permis aux animaux de se constituer des réserves adipeuses. Il semble donc que les modifications
nutritionnelles ou comportementales ne soient pas d’une intensité suffisante pour contrer les effets
saisonniers de la prise de poids en prévision de la saison hivernale. Chez I'Homme, I'ACSM
recommandait 225 a 420 minutes d’activité physique par semaine pour pouvoir observer une perte de
poids significative et qu’il était nécessaire d’effectuer 150 a 250 minutes d’exercice par semaine afin
de prévenir la prise de poids®®. La durée d’exercices semble étre important mais on peut se demander
siI'intensité ne serait pas un facteur permettant de déterminer |'efficacité de I'intervention sur la perte
de poids. Cependant, Swift et al. >*>ont mis en évidence que I'exercice aérobique pouvait induire une
perte de poids assez modeste (= 2 kg) mais I'effet de I'intervention reste trés hétérogene dans la
population. De plus, la pratique de I'exercice va jouer un role important dans la prise de poids suivant

la perte de poids initiale. L’activité semble avoir un effet premier sur les TA avant d’agir sur les muscles.

Nous supposons que ces variations de poids au cours de la saison étaient appuyées par une
modification de la quantité de tissu adipeux (TA) chez les animaux (Figure 51). Selon les résultats
observés dans notre étude, la quantité de TA a tendance a étre diminuée chez les animaux RC+ACT par
rapport au groupe CTL (p = 0,09). Par ailleurs, la restriction calorique ou I'activité physique n’ont pas
induit de modifications significatives de la quantité de TA par rapport aux individus CTL et RC+ACT. Les
résultats ont montré que l'intensité de la restriction calorique et de I'activité physique n’était pas
suffisamment forte pour empécher I'engraissement hivernal des animaux en fin d’été. Cependant,
plusieurs études ont montré qu’une réduction de I'apport alimentaire ou une augmentation de
I’activité physique pouvaient avoir des effets sur le tissu adipeux>*®>%, En effet, |a restriction calorique
de 30%, chez des rats, a affecté différemment les dép6ts corporels de TA en diminuant le volume du
TA viscéral de maniére plus importante que pour le TA sous cutanée®*. Chez ’'Homme, la restriction
calorique et I'exercice physique pendant 1 ans ont induit une diminution du poids (respectivement de
-10,7 % et — 8,4 %) ainsi qu’une réduction de la quantité de TA total, viscéral et sous-cutané en
comparaison avec les sujets contrdles®?. De plus, il a été mis en évidence que la distribution du TA
dans I'abdomen n’était pas altérée par la restriction calorique chez 'Homme. Il semblerait que
I'incapacité de I'intervention a modifier la distribution du TA suggererait que ce paramétre soit régi

par les génes plutét que par I'environnement®. Narita et al.>*? ont aussi montré que la réduction des
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apports alimentaires a amélioré le métabolisme lipidique de maniére insulino-dépendante au sein du
TA sous cutanée. De plus, le régime a induit une diminution de I'infiltration des macrophages au sein
des TA rétro-péritonéal et sous-cutané au contraire du TA épididymal. Bruss et al.>** ont trouvé que
des périodes de synthése élevée d’acides gras alternaient avec des périodes d’oxydation des acides
gras de maniére disproportionnée a I'apport en acides gras chez les souris soumises a une restriction
calorique de 30%. Par ailleurs, la libération des acides gras provenant des adipocytes, pour le travail
musculaire, contribuait a changer la quantité et la composition des lipides dans les TA, en fonction de
I'intensité de I'activité physique®®. Il a été ainsi démontré que I’exercice induisait une diminution des
AGMI et une augmentation en AGPI n-6 dans le TA viscéral mais pas au niveau du TA sous cutané®’,
De plus, I'activité physique stimulerait le processus de lipolyse, diminuerait le stockage des acides gras
par les adipocytes, stimulerait leur oxydation par une augmentation de I'activité mitochondriale et
modulerait I'expression d’enzymes permettant la synthese, I’élongation et la désaturation des acides

gras®®. I’

exercice permettrait de libérer des adipokines qui atténuerait I'inflammation systémique et
préviendrait la résistance a 'insuline®*. Une transplantation de TA de souris entrainés a des souris
inactives a permis de montrer une amélioration de la tolérance au glucose®®. Ces différentes études
montrent qu’une activité physique chronique entrainait des changements dans la physiologie du TA.
Cependant, nos résultats ne nous ont pas permis de montrer d’influence de la restriction calorique ou
de I'activité physique seule (Figure 51). L'intensité faible des deux interventions pourraient expliquer
pourquoi aucune différence n’a été observée. De plus, le nombre restreint d’individus ainsi que
I'utilisation de deux méthodes de mesure (RMN et dissection) ne nous ont pas permis de pouvoir
déterminer la perte de TA viscéral entre les différentes interventions. L’activité physique pourrait avoir
une influence différente de celle de la restriction calorique sur les dépots de TA et ainsi, d’induire
seulement un léger changement de la masse grasse totale®®. Les résultats des dissections (données
non montrées ; 3 animaux par groupe) ont permis de montrer que les groupes RC, ACT et RC+ACT
présentaient une diminution de la quantité de TA viscéral (RC : 4,07% ; ACT : 3,62% ; RC+ACT : 2,71%)
et sous-cutanée (RC :5,41% ; ACT : 4,52% ; RC+ACT : 5,09%) par rapport aux individus CTL (TA viscéral :
4,95% ; TA sous-cutané : 10,5%). En effet, le déficit énergétique crée par I'exercice va augmenter et
provoquer une perte du TA dans les dépéts importants comme par exemple au niveau viscéral>4050-552,
Le TA viscéral semble plus sensible a la restriction calorique ou a I'exercice en agissant sur |’activation

adrénergique®*?

mais les résultats restent trop hétérogénes pour conclure sur I'impact de ces
traitements®3, Ohkawara et al.>** ont démontré qu’un minimum de 10 h d’activité physique par
semaine chez I'Homme était nécessaire pour induire une augmentation de la dépense énergétique qui
serait suffisante pour diminuer le TA viscéral. L’association de la restriction calorique et de I'activité
physique pourrait permettre d’augmenter la dépense énergétique de chacun des traitements et donc

induire une perte du TA chez les individus. La combinaison des deux interventions permettrait de
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préserver la masse musculaire. Redman et al.>* ont étudié I'impact de la diminution de I"apport
alimentaire associée ou non a de I'exercice physique chez 'Homme pendant 6 mois. La restriction
calorique (25%) n’a pas induit de différence dans la perte de poids globale et de TA (dont viscéral) avec
les personnes soumises aux deux régimes (RC : réduction de 12,5% de I'apport alimentaire + ACT :
augmentation de 12,5% de la dépense énergétique). L'augmentation de I'intensité de la restriction
calorique ou de I'activité physique permettrait d’observer des effets sur la masse corporelle en

modifiant la quantité et la répartition du TA chez les microcebes.

Nos résultats indiquent que des effets bénéfiques de la restriction calorique et/ou de I'activité
physique sont apparus apres 3 mois de traitements en diminuant la glycémie a jeun (Figure 52). De
plus, aprés 6 mois, les animaux restreints et actifs ont présenté une glycémie a jeun plus basse (p =
0,05) au contraire des groupes CTL, RC et ACT. La mesure de la tolérance orale au glucose n’était
significativement pas différente entre les différents groupes (Figure 53). Par ailleurs, la glycémie a jeun
est significativement corrélée avec la quantité de TA (données non montrées ; r2= 0,21, p = 0,04). En
effet, une recherche précédente chez 'Homme a montré que I'association d’un régime et d’exercices
physiques a induit une perte de poids qui a entrainé une augmentation de la tolérance au glucose par
rapport aux valeurs obtenues chez les individus restreints®°. Cette modification est liée a la baisse du
TA sous-cutané et viscéral. Ross et al.5%® ont trouvé qu’une quantité importante d’exercice d’intensité
modérée permettait d’améliorer la tolérance orale au glucose. Dans notre étude, nous avons effectué
la mesure de la glycémie dans un intervalle de 2 h apres I'activité physique. La diminution de la
glycémie a jeun chez les animaux actifs est cohérente avec les résultats de Ross et al.>*® qui ont
démontré que la glycémie était diminuée pendant 2 h suivant un exercice de haute intensité. Ce
résultat pourrait étre expliqué par une augmentation des besoins énergétiques due aux muscles en
activité, s"accompagnant d’'une hausse de l'utilisation de glycogene. Ainsi, pendant un exercice, les
muscles utilisent le glucose et la sécrétion de glucagon est augmentée pour induire une production
endogene de glucose au niveau des muscles, sans modifier la glycémie, afin de soutenir I'effort
physique®’. Ensuite, apreés 'activité, la sécrétion d’insuline est augmentée pendant plusieurs heures
afin de reconstituer les stocks de glycogéne>>®>%, Perseghin et al.®! ont montré que les individus,
ayant été soumis pendant 6 semaines a des entrainements physiques, présentaient une sensibilité a
I'insuline plus importante en augmentant la capacité de synthese de glucagon en réponse a I'insuline.
Plusieurs études ont mis en évidence que le régime avait également une influence sur la glycémie>®?
%7 Chez la souris, une restriction de 40% a induit, dés le 10°™ jour, une amélioration de la tolérance
au glucose alors que lorsque l'intensité du régime était plus faible (10 et 20%), I'augmentation de la
tolérance atteignait, aprés 4 mois de régime, un niveau similaire observé avec la restriction de 40%°%.

De plus, les souris soumises a la restriction de 40% ont présenté une mémoire métabolique, conservant
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cette amélioration de la tolérance au glucose méme au retour a une alimentation non restreinte>®,
Par ailleurs, les rongeurs restreints (40%), a court- ou long-terme, ont montré une augmentation de la
tolérance au glucose et de la sensibilité a I'insuline®*°68-57° Masoro et al.>%? ont trouvé que chez des
rats restreints a 40%, les niveaux plasmatiques de glucose et d’insuline étaient plus faibles au cours de

la vie. Chez ’'Homme, Holloszy et Fontana®’*

ont montré que la restriction calorique permettait de
diminuer le risque de diabete. Ces différentes études permettent de mettre en évidence les effets de

chacune des deux interventions sur le métabolisme du glucose.

Chez le microcebe, la combinaison de la restriction calorique et de I'activité physique a eu un
effet potentiellement plus important sur la tolérance au glucose, par rapport aux animaux n’ayant été
soumis gqu’a une seule des modifications. Dans I'étude de Larson-Meyer et al.*®® aprés 6 mois
d’interventions, les animaux RC (réduction de 12,5% de I'apport alimentaire) + ACT (augmentation de
12,5% de la dépense énergétique) ont présenté une hausse de la sensibilité a I'insuline plus importante
que pour les individus restreints (25%). Ce travail a estimé que 25% de I’'amélioration de la sensibilité
a linsuline était attribuée a la réduction du TA viscéral. La restriction avec ou sans exercice a amélioré
la sensibilité a I'insuline et diminué la sensibilité des cellules B des ilots de Langerhans chez des sujets
en surpoids tolérants au glucose®®®. De plus, I"association de ces deux interventions a été efficace dans
la réduction du développement de diabetes chez des personnes a risques et cette efficacité était
proportionnelle a I'intensité des modifications nutritionnelles et de I'activité physique®’2. Cependant,
marcher 20 km par semaine pourrait étre aussi efficace qu’une approche multimodale plus intense
combinant un régime a de I'exercice physique pour prévenir le développement du diabete chez des
sujets prédiabétiques®’®. Ainsi, I'activité physique associée a une restriction calorique a permis
d’observer un effet sur la glycémie des microcebes. Notre étude a été réalisée au cours de la saison
estivale au cours de laquelle les ressources alimentaires sont en abondance. Selon Marchal et al.>’%, en
raison de la disponibilité alimentaire, la glycémie était plus élevée en été par rapport a la saison
hivernale. L’homéostasie du glucose est également a mettre en lien avec I'apparition de déficits
cognitifs avec I'dge. En effet, I'étude de Djelti et al.*%> a montré que les valeurs de glycémie a jeun
étaient inversement proportionnelles aux performances de mémoire et au volume de I’hippocampe.
La réduction du risque de développer du diabete chez les individus restreints pratiquant ou non une
activité physique permettrait de limiter I'atrophie hippocampique et les déficits cognitifs causés par la

perte de sensibilité a I'insuline.

Par la suite, nous avons étudié I'impact de la restriction calorique et de I'activité physique sur
les fonctions cognitives (Figure 55). Ainsi, nous avons pu mettre en évidence que le taux de réussite
n’était pas significativement modifié par les traitements au cours des 3 premiers mois que cela soit

pendant un exercice d’apprentissage ou de mémoire. Aprés 6 mois de traitements, les animaux
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restreints et actifs réussissaient significativement mieux que les individus CTL durant I'apprentissage
et la mémoire. Lors de I'apprentissage a T6, les microcebes soumis seulement a la restriction calorique
ou a l'activité physique n‘ont pas présenté un taux de réussite significativement différent. A T6, la
mémoire des animaux actifs avec ou sans restriction calorique était supérieure a celle des CTL
(ACT : +152%; RC+ACT : +207%). De plus, I'association de I'activité physique et de la restriction a permis
d’augmenter significativement la mémoire aprés 6 mois de traitements, par rapport aux individus

restreints. Kulha et al.%®*

ont démontré qu’aprés 74 semaines de restriction calorique de 40% , en
absence de malnutrition, les rongeurs présentaient une amélioration de la mémoire spatiale. Une
restriction calorique d’intensité plus modérée (30%) chez des souris C57BL/6 augmentait les
performances d’apprentissage spatial dépendant de I'hippocampe. Il semblerait que les animaux
restreints aient eu tendance a refuser d’effectuer la tache plus que les individus actifs, peut-étre afin

de faire des économies d’énergie®”.

Dans la littérature, certains travaux ont montré que la restriction calorique permettait
d’augmenter les performances cognitives tandis qu’elles étaient diminuées dans d’autres
études?8l284.285304,576-580 En effet, une restriction calorique de 30%, pendant 18 mois, a induit une
amélioration de la mémoire de travail et de la mémoire spatiale chez le microcébe®’8. Cependant,
d’autres travaux chez le microcebe n’ont pas permis d’observer un effet bénéfique de la restriction
calorique sur les fonctions cognitives®. Le travail de thése de N. Villain®’° a mis en évidence que la
diminution de 40% de I'apport alimentaire diminuait les capacités d’apprentissage aprés 3 semaines
de régime mais il n’y avait aucun impact sur la mémoire. Par ailleurs, I’étude de Pifferi et al.”®! a montré
gu’une restriction calorique de 30% pendant plusieurs années n’affectait pas les performances
cognitives lors des taches du labyrinthe de Barnes et d’alternance spontanée. Yanai et al.”®> ont
suggéré qu’un régime intense et a long-terme ne serait pas toujours bénéfique pour les fonctions
cognitives. Les rats soumis a une restriction présentaient de faibles performances dans une tache de
discrimination spatiale, aprés 20 mois de régime. De plus, les rats restreints étaient incapables
d’effectuer la tache du labyrinthe de Morris ainsi que la tache de correspondance retardée et
présentaient des mauvaises performances lors du test de discrimination spatiale?®. L’injection de
glucose aux animaux restreints avant cette derniere tache cognitive, a permis d’améliorer leurs
performances. Par ailleurs, une restriction calorique de 25% n’a pas induit de changements a court-
terme au niveau des performances cognitives chez des souris mais a long-terme, le régime a amélioré
la mémoire de travail des animaux®”’. Fontdn-Lozano et al. >* ont démontré que la diminution de
|"apport alimentaire (les animaux étaient nourris un jour sur deux) pendant une période de 6 a 8 mois
a été associée a une amélioration de la consolidation mnésique et a une facilitation de la plasticité

synaptique. Contrairement a I’étude précédente, une restriction calorique de 40% pendant 2 mois chez
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des rats adolescents n’a pas induit de modifications dans I'activité exploratoire et les niveaux d’anxiété
mais une diminution des performances lors de la tache du labyrinthe de Morris et une altération du
processus de neurogenése ont été observées®®. Cependant, I'hypoglycémie induirait une perte
dendritique ou une nécrose cellulaire dans I'hippocampe ce qui aurait un impact dans le rappel de la
mémoire lors des taches cognitives®®°82, Ces différentes études permettent de montrer que la
restriction calorique n’a pas les mémes effets a court- et long-terme. En effet, la diminution des
apports alimentaires a court-terme semble altérer les capacités d’apprentissage sans avoir d’impact
sur la mémoire>’”°7%, A long-terme, la restriction calorique induit une augmentation de la mémoire
spatiale et de la mémoire de travail®**>°’7 mais les effets bénéfiques du régime sur les fonctions

cognitives ne sont plus visibles au fur et 8 mesure du temps?81:285,

Sachant que les capacités cognitives présentent des altérations avec I'age, nous émettons
I’hypothése que la diminution de I'apport alimentaire permettrait de préserver les individus d’un déclin
cognitif. Plusieurs études ont démontré que la restriction calorique permettait de diminuer le déficit
cognitif lors du vieillissement?®3°83-58 En effet, |a restriction alimentaire permettrait d’atténuer les

583 Wahl et al.>® ont associé la

effets du vieillissement en diminuant le déclin mnésique lié a I'age
restriction calorique, chez des souris 4gées, a une amélioration faible des fonctions cognitives. Chez la
souris agée, une diminution progressive de I'apport journalier (-10% pendant 4 semaines puis -25%
jusqu’a la 15°™¢ semaine et aprés, -40% jusqu’a I'euthanasie des animaux) a amélioré la mémoire
olfactive®®. Par ailleurs, un régime (-40%) a induit une inversion des déficits d’apprentissage et de
mémoire chez des modeéles murins d’Alzheimer®®. La restriction calorique a un impact positif sur le
vieillissement normal et pathologique des fonctions cognitives chez les rongeurs. Des effets similaires
ont été retrouvés dans des études réalisées chez ’'Homme?%%°84, Prehn et al.>®* ont trouvé qu’aprés un
régime faible en calories (800 kcal/jour) chez des sujets dgés normaux et présentant un surpoids plus
ou moins important, a permis d’améliorer la performance de mémoire. Chez ’'Homme agé, la mémoire
verbale était augmentée aprés 3 mois de restriction calorique?®3. Kaptan et al.>’® ont mis en évidence
gue la restriction chez des rats femelles adolescentes permettait de prévenir le déclin cognitif lié a
I’age. Le régime est une stratégie alimentaire permettant la protection contre le vieillissement cérébral
chez les mammiféres®®, Les performances mnésiques étaient améliorées aprés 3 mois de restriction

3

calorique a 30% chez des personnes agées’®. Plusieurs études ont montré que la restriction

alimentaire retardait le déclin de I'apprentissage, de la mémaoire spatiale et de la mémoire de travail

589,590 L

avec l'age amélioration des fonctions d’apprentissage et de mémoire ainsi que la prévention

du déclin cognitif lié a ’Age seraient probablement due a la suppression de I'apoptose®? ou a la

)592

régulation de la voie AMPK (voie impliquée dans le métabolisme énergétique)>’’. Nous pouvons

supposer, au vu de ces différentes études et de nos résultats, que I'amélioration des fonctions
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cognitives avec la restriction cognitive pourrait étre associée a une stimulation de la plasticité
cérébrale. Une étude a montré que chez des rongeurs restreints, une augmentation de la prolifération
et de la différenciation neuronale dans le gyrus denté de I'hippocampe32, Une restriction alimentaire
chez le rongeur a augmenté le nombre de cellules dans le gyrus denté, le phénotype neuronal et la
survie cellulaire3%23%7, Apple et al.°® ont mis en évidence que la restriction calorique permettait de
préserver la niche neurogénique de la ZSV lors du vieillissement en empéchant I'apoptose des cellules
progénitrices. Les effets bénéfiques de la restriction calorique sur les fonctions cognitives et la
neurogenése permettent de montrer I'importance du régime alimentaire et plus particulierement de

la diminution de I"apport calorique.

Dans notre étude, les fonctions cognitives ont été améliorées chez les individus actifs. Ces
résultats sont cohérents avec d’autres travaux3?%:332339.342,344,593-600 | 'actiyité physique améliorait
I’habilité des individus a différencier des stimuli et contextes fortement similaires chez les rongeurs et

329,593,594

'Homme L'activité physique augmentait les performances cognitives telles que la

97 ou encore la

reconnaissance de nouveaux objets*®”®%, |e conditionnement contextuel lié a la peur
mémoire spatiale334344595597.598 | 5 pratique d’une activité physique a permis d’améliorer les capacités
d’apprentissage®*?, de mémoire (spatiale, de travail, verbale)33*342601-607 |5 yitesse de perception et de

607,608 ot |es fonctions exécutives®?”%, Cependant, Gunnell et al.5'° ont

traitement®936056%7 |’attention
mis en évidence que la plupart des études chez des personnes jeunes ont démontré que I'exercice
physique aurait un impact limité sur les fonctions cognitives. Chez de jeunes sujets, I'exercice
aérobique induirait une amélioration de la mémoire visuo-spatiale mais n’aurait aucun effet sur la
concentration et la mémoire verbale®®?. De plus, il existerait une corrélation positive entre la pratique
d’une activité physique et la vitesse de perception de I'information, et une corrélation négative entre
I’exercice physique et la mémoire épisodique®®. Ces différences de résultats concernant I'impact de
I’exercice sur la mémoire spatiale peuvent étre d0 a un degré d’intensité plus ou moins important ou
une durée plus ou moins longue3*2, Les effets de I'activité physique semblent étre plus bénéfiques lors
du vieillissement. Lu et al.33 ont montré que I'activité physique jouait un rdle protecteur dans la
prévention du déclin cognitif et 'amélioration des fonctions cognitives chez des individus sains et ceux
présentant des déficits. Une activité modérée pendant I’age adulte était associée a une diminution de
32% du risque de développer des déficits cognitifs®. De plus, les personnes trés actives auraient 38%
de risque en moins de développer un déclin cognitif alors qu’une intensité faible a moyenne
permettrait de le réduire de 35%°!2. D’autres études ont démontré qu’un mode de vie actif permettrait

335611-614  Chez des souris agés, I'activité

de diminuer le risque de développer des déficits cognitifs
physique a long-terme a augmenté la rétention de la mémoire spatiale>®. De plus, la pratique réguliére

d’exercices a permis de diminuer le déclin cognitif lié a I’Age, chez les rongeurs®?®. Chez des sujets 4gés
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en bonne santé, I'activité physique n’aurait pas d’effets sur la cognition alors que des sessions de sports
courtes et fréquentes permettraient une amélioration des performances cognitives chez les personnes
avec un déclin cognitif®®. Ainsi, I'lamélioration des fonctions cognitives dépendrait plus de la fréquence
des exercices physiques que de l'intensité. Cette augmentation des capacités cognitives serait en lien

avec des changements structurels et fonctionnels qui serait similaire au cours du vieillissement.

Sachant que I'exercice physique induit une augmentation des performances cognitives, ces
résultats suggerent que I'activité physique aiderait a protéger I’hippocampe contre la perte de volume
cérébral avec 'age339%Y7, Plusieurs études ont montré qu’il y avait une augmentation du nombre de
cellules neurales en prolifération et en maturation dans le gyrus denté de rongeurs pratiquant une
activité349595618-621 En effet, deux études ont mis en évidence que I'activité pouvait améliorer les
performances cognitives en stimulant la neuroplasticité, la neurogenése hippocampique et
I’angiogenése ou encore en augmentant le débit sanguin cérébral et I'expression des neurotrophines
(facteurs nécessaires a la survie et a la différenciation des neurones)®3*°%, En effet, Siette et al.3* ont
constaté que des 12 semaines d’exercice physique, les rats agés présentaient une augmentation de la
neurogenése hippocampique, de la densité des épines dendritiques et de la connectivité synaptique.
Cette stimulation de la plasticité cérébrale a été associée a de meilleures performances
cognitives34°98618622 Chez 'THomme, les personnes dgées en bonne santé, effectuant des exercices
aérobiques 3 fois par semaine pendant 12 mois, ont montré une augmentation significative de la taille
de I’hippocampe avec une amélioration concomitante de la mémoire spatiale®*°, Chez des souris,
I'activité physique augmentait I'apprentissage en lien avec une stimulation de la neurogeneése
hippocampique qu’importe I'age méme si le nombre de nouveaux neurones restait moins important
chez les individus 4gés actifs que pour les jeunes3#?. De plus, Erickson et al.3*° ont trouvé que I'activité
modérée a augmenté le taux de BDNF associé a une amélioration du volume hippocampique et une
augmentation de la mémoire spatiale. Il a été ainsi montré que le facteur de croissance BDNF
participait aux mécanismes sous-tendant les effets de I'exercice sur la cognition qui ont été observés
chez 'Homme et I'animal®?. L’activité physique régulerait positivement la prolifération neuronale
permettant de maintenir le volume de I’hippocampe au cours du vieillissement?®. L’augmentation des
fonctions cognitives pourrait étre expliquer par la contribution des nouveaux neurones dans les
processus mnésiques dépendant de I’hippocampel®*167.622 Avec I'4ge, 'activité physique aurait ainsi
un effet neuroprotecteur en induisant une augmentation de la plasticité cérébrale mais aussi de
I"activité cérébrale dans les régions en lien avec les processus cognitifs soutenant I'amélioration des

604 Ll

capacités cognitives exercice physique induirait une augmentation du facteur BDNF qui joue un

réle dans la régulation de plasticité cérébrale et I"'amélioration des fonctions cognitives®*%62462>_ Nous

pouvons supposer que l'activité physique permettrait la production de nouveaux neurones et leur
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intégration dans les réseaux ce qui améliorerait les performances cognitives chez les microcébes

jeunes.

Nous avons pu mettre en évidence que I'association de la restriction calorique et de I'activité
physique a augmenté les capacités d’apprentissage et de mémoire chez le microcébe. Dans la
littérature, peu d’études se sont intéressées a la combinaison de ces deux interventions sur les
fonctions cognitives. Scott et al.>’” ont montré qu’aprés 6, 12 et 24 mois de traitements, aucun effet
de la restriction calorique et de I'activité physique n’a été montré chez des individus jeunes sans déficit
cognitif. Cependant, chez des adultes agés atteints d’obésité, de meilleures performances cognitives
ont été notées, aprés 12 mois de régime et d’exercice, par rapport aux individus actifs ou au régime®%,
La combinaison des deux traitements a induit une amélioration des performances cognitives associée
a une perte de poids chez des adolescents obéses®?’. Hugenschmidt et al.%% ont observé que I’addition
d’une restriction calorique a de I'exercice n’a pas aggravé ni amélioré les fonctions exécutives en
comparaison avec de I'activité physique seule. Plusieurs études ont démontré que |'association des

629-631 L’

deux interventions augmentait I'apprentissage et la mémoire chez les rongeurs amélioration

des fonctions cognitives serait ainsi en lien avec une hausse des niveaux de BDNF52%631

et soutenue par
une augmentation de la densité des épines dendritiques au niveau de I’hippocampe chez les
rongeurs®?, ’étude future de la neurogenése nous permettra d’étudier la corrélation entre les
fonctions cognitives et la neurogeneése chez les animaux actifs ou non. Par la suite, il sera intéressant

d’étudier I'impact de I'activité physique sur les parametres cérébraux chez le microcebe agé.

Cette étude a permis de montrer pour la premiere fois I'impact de la combinaison d’une
restriction calorique et de I'activité physique sur les fonctions cognitives et le métabolisme du glucose.
Nous avons pu voir que les interventions seules n’étaient pas d’une intensité suffisante pour
contrebalancer la pression hivernale au niveau du poids. Il serait intéressant de poursuivre ses
recherches en augmentant l'intensité de la restriction calorique et de I'activité physique afin de
pouvoir observer des effets durables dans le temps. De plus, la poursuite future de cette étude durant
toute la vie des microcebes pourrait nous permettre d’ observer les effets de ces interventions sur les
variations annuelles de poids et de la quantité de TA. Un suivi régulier de la quantité de TA chez les
différents groupes serait nécessaire pour estimer I'impact des traitements. Par ailleurs, il a été montré
dans des études précédentes que la restriction calorique induisait une augmentation de la longévité
des microcebes. Nous pouvons supposer que I'association des deux interventions devrait permettre
d’observer un effet synergique sur la longévité des individus. La mesure de la glycémie a permis de voir
les effets probables des traitements sur le métabolisme du glucose. Cependant, il est nécessaire de
réaliser le dosage de I'insuline chez les animaux afin de déterminer I'impact réelle de la combinaison

sur le métabolisme du glucose. Nous supposons que |'association ou non des deux interventions
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permettrait de diminuer le risque de résistance a I'insuline, en augmentant leur sensibilité. L'étude des
fonctions cognitives a permis de montrer les effets combinés des deux traitements chez les animaux
Ce travail a permis également d’estimer que l'intensité et la fréquence des interventions sont
suffisantes pour observer des effets bénéfiques sur les fonctions cognitives. Nous pouvons supposer
que ces effets seraient durables et devraient participer au maintien des fonctions cognitives avec I'age.
Une des limites de notre analyse est que la mesure de la neurogeneése est toujours en cours. Le fait
que les performances cognitives soient améliorées par l'intermédiaire d’une hausse de la
neuroplasticité ne peut actuellement étre confirmé. L’analyse de la neurogenése devra étre effectuée
avec des méthodes similaires a celles utilisées dans la premiere étude afin de pouvoir conclure sur les
effets des interventions. Par ailleurs, il serait important d’augmenter le nombre d’individus des deux
sexes afin d’observer les effets des interventions sur les différents parametres. En effet, il estimportant
de savoir si les traitements n’influenceraient pas de maniére différente la glycémie, la répartition de la
masse maigre et du TA, les fonctions cognitives ainsi que le processus de neurogenese entre les
animaux males et femelles. De futures recherches restent nécessaires afin de démontrer les effets a
long-terme de la combinaison de la restriction calorique et de I'activité physique sur I'atrophie
cérébrale, le déclin cognitif, le processus de neuroplasticité (oligodendrogenése et neurogeneése) et la

longévité.

Ce qu’il faut retenir

Nous pouvons conclure que la combinaison de la restriction calorique et de I’activité physique a eu
un impact plus important sur les fonctions cognitives et les paramétres métaboliques que le régime ou
I’exercice seul. L'activité musculaire pendant un exercice a permis de diminuer la glycémie en stimulant
I'utilisation des stocks de glycogéne. L’addition de la restriction calorique a I’exercice physique a causé une
perte de poids qui serait notamment due a une dégradation des stocks d’acides gras dans le TA viscéral. La
mesure réguliere de la composition corporelle des animaux par la méthode de la RMN devrait permettre
de suivre I’évolution de la quantité de masse grasse totale pendant le traitement. Il serait intéressant de
déterminer les variations de TA et de muscles entre les différents groupes afin d’observer les effets des
interventions sur ces parameétres. Enfin, nous avons pu démontrer que I'association des deux interventions
a eu un effet combiné sur les performances cognitives. Ces résultats restent a confirmer par I'augmentation
du nombre d’animaux. L'amélioration des fonctions cognitives serait soutenue par des mécanismes
cellulaires telles que la neurogenese. Les effets des différents traitements sur le processus de neurogenese
seront étudiés par la suite afin de montrer une possible relation entre des performances cognitives

améliorées et une hausse de la production de nouveaux neurones.
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Discussion générale

Au début de ce travail, nous cherchions a comprendre les liens entre les fonctions cognitives
et le processus de neurogenése et comment ces parametres évoluaient avec I'age. L’environnement
étant un facteur de variabilité dans le processus de vieillissement, nous avons voulu montrer les effets
de I'alimentation et de I'activité physique sur les fonctions cognitives et la neurogenéese. Nous avons

ainsi voulu répondre a plusieurs questions principales :

1. Au cours du vieillissement, est-ce qu’il existe un lien entre déclin cognitif, altération de
I'activité cérébrale et diminution de la plasticité cérébrale ?

2. Quels sont les impacts des interventions sur les fonctions cognitives, 'activité cérébrale et la
plasticité ?

3. Est-ce que l'association de plusieurs interventions pourraient contrebalancer les effets de

I'age ?

Le vieillissement est un processus qui s’"accompagne du déclin des fonctions cognitives et plus
particulierement la mémoire de travail, la mémoire spatiale, la mémoire épisodique, les fonctions
exécutives, la vitesse de traitement des informations ou encore au niveau des mécanismes de
récupération des informations!®1867.78-81425 Nos résultats ont permis de montrer que deux populations
de microcébes agés se distinguaient : une partie des animaux présentaient une diminution de leurs
capacités cognitives tandis que d’autres ont conservé leur performance a un niveau équivalent a celui
des individus jeunes. Ces variabilités inter- et intra-individuelles sont cohérentes avec des études chez
I’Homme et s’expliquent par des causes génétiques et environnementales, contribuant a la complexité
du mécanisme de vieillissement'2. Plusieurs études ont démontré que le maintien des fonctions
cognitives au cours du vieillissement serait caractérisé également par des gains cognitifs permettant
de compenser les pertes cognitives®3?. En effet, avec I'dge, les personnes acquiérent un plus large
vocabulaire mais présentent des difficultés dans la mémoire sémantique®®. Des interventions
extérieures induiraient des mécanismes de compensation en réduisant la quantité de ressources
nécessaires afin de réaliser la tache cognitive ou en mettant en place d’autres stratégies cognitives afin
d’atteindre l'objectif plus facilement®®*. Au niveau interne, les processus compensatoires se
caractériseraient notamment par des réorganisations des réseaux neuronaux et la formation de
nouveaux neurones pour contrebalancer la perte neuronale®%, Reuter-Lorenz et Park!®® ont trouvé
que les individus agés présentaient des activations cérébrales supplémentaires dans des régions non
recrutées chez les sujets jeunes pour les taches de perception, de mémoire de travail ou encore de

mémoire épisodique. Cette augmentation de |'activité cérébrale a été mis en évidence au niveau des
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régions préfrontales et pariétales®3>%3, Nous avons mis en évidence pour la premiére fois que chez les
individus agés, les ondes cérébrales étaient augmentées au niveau de la région préfrontale. De
nombreuses hypothéses ont été émises sur 'interprétation de ces suractivations. Angel et Isingrinil®?
ont suggéré que cette hausse de I'activité permettrait de compenser les altérations cérébrales grace a
des processus de neuroplasticité. Par des études en IRMf, il a été montré qu’il existait une corrélation
positive entre les fonctions cognitives et I'activation cérébrale chez les individus agés®¥. Cette
plasticité optimiserait les performances cognitives en utilisant d’autres réseaux neuronaux afin de
réduire les effets néfastes du vieillissement. Cependant, dans certains cas, ce systeme de
compensation ne permettrait pas de conserver des performances optimalesi®1%, Afin de réaliser une
tache cognitive, les régions des deux hémispheéres seraient activées chez les individus agés alors que
les sujets plus jeunes n’utiliseraient qu’un seul hémisphére. Par ailleurs, cette suractivation cérébrale
serait proportionnelle a la difficulté de la tache cognitive jusqu’a un certain seuil au-dela duquel les
individus 4gés présentaient une diminution de I'activité cérébrale en lien avec un déficit cognitif'®®. Ces
mécanismes compensatoires se mettraient en place afin de contrebalancer les effets négatifs du
vieillissement. Cependant, cette compensation ne serait possible qu’un temps. A un moment, ces
mécanismes ne seraient plus capables de contrebalancer la diminution de la production de nouvelles
cellules neurales afin de maintenir des capacités cognitives optimales. Nous avons mis en évidence
pour la premiéere fois, I'existence du processus de neurogenese chez le microcebe. Nos résultats ont
permis de montrer, qu’au cours du vieillissement, au niveau de la ZSV, la balance neurone/glie était
favorisée en faveur de la neurogenése dans la partie dorsale et en faveur de I'oligodendrogenése au
niveau de la corne chez le microcebe. Ainsi, le vieillissement affecte négativement le processus de
plasticité cérébrale dans la ZSV, se traduisant, notamment, par une perte du potentiel de prolifération
des cellules souches neurales!#®187-189.191 | 5 diminution du nombre de cellules est au départ soutenue
par |'utilisation de chemins neuronaux alternatifs mais avec I’age, ces réseaux sont peu a peu altérés
et une baisse de certaines fonctions cognitives est observée®®%1 Cette réduction de la plasticité
cérébrale a été associée avec de plus faibles performances d’apprentissage chez des macaques agés
par rapport aux individus plus jeunes?®. La stimulation du processus de neurogenése permettrait de
remplacer les neurones |ésés avec I'age et de maintenir les performances cognitives pendant le
vieillissement. Ce travail de thése est la premiére étude réalisée chez le microcébe a caractérisé
plusieurs paramétres cérébraux au cours de la vie (fonctions cognitives, activité cérébrale et
neurogenése). Ces découvertes permettent de mettre en lumiére les liens probables entre ces
différentes fonctions cérébrales chez un primate. La poursuite de ces recherches reste un point
essentiel pour la compréhension de I'évolution des parametres cérébraux au cours de la vie et de la

maniére de pouvoir ralentir ou contrebalancer le déclin des fonctions cérébrales.
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Nous avons pu voir que la neurogenese et les fonctions cognitives étaient influencées par
plusieurs facteurs environnementaux. Le vieillissement étant un processus complexe et tres variable,
il est important d’étudier les effets de la combinaison des facteurs. Nos résultats et la littérature ont
permis de montrer que 'alimentation et un mode de vie actif ont des effets bénéfiques sur la santé et
le cerveau. Comme dans d’autres domaines de la recherche nutritionnelle, plusieurs études se sont
intéressées sur |'effet synergique que pourrait avoir la combinaison de composants spécifiques sur le
cerveau®>°%, En effet, des études ont montré que I’exercice et la supplémentation en DHA avaient des
effets additifs sur la plasticité synaptique médiée par le facteur BDNF, la neurotransmission et les

625,642-644 | exercice physique additionné a

capacités d’apprentissage et de mémoire chez les rongeurs
un régime supplémenté en AGPI n-3 semble avoir un effet bénéfique potentiellement fort sur la santé.
Molteni et al.3% ont trouvé que I'exercice réduisaient les effets d’un régime en acides gras saturés en
neutralisant le déclin de la plasticité synaptique par I'augmentation du facteur BDNF chez le rat. De
plus, I'activité permettrait de prévenir le déclin de la mémoire induite par un régime riche en lipides
saturés chez la souris, en agissant sur des mécanismes anti-inflammatoires, antioxydants et
neuroprotecteurs au niveau de la région du gyrus denté de I'hippocampe3®®. Chez ’'Homme, des sujets
agés souffrant de déficits cognitifs ont été soumis a un régime Méditerranéen (de fruits, de légumes,
de produits laitiers a faible teneur en graisses, de viandes maigres, de noix et de haricots) et a de

I’exercice physique. Une amélioration des fonctions exécutives?’ et une augmentation des niveaux de

BDNF ont été trouvées chez ces individus®*%4¢,

Par ailleurs, d’autres composants nutritionnels ont montré des impacts sur les fonctions
cognitives et la plasticité cérébrale. Parmi ces molécules, les polyphénols semblent représenter une
bonne stratégie de prévention des déclins liés a I’age. Les polyphénols que I'on retrouve notamment
dans les fruits et [égumes, se divisent en plusieurs familles dont les plus connues sont les tanins et les
flavonoides. Certains de ces polyphénols ont des effets anti-inflammatoire®”’, neuroprotecteur®,
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neuroplastique®® et neurogénique®?®®°, Un régime riche en polyphénols induirait une amélioration

851 ot diminuerait le risque de développer un déclin

des performances cognitives dépendante de la dose
cognitif avec I’4ge®2. Au sein du groupe des polyphénols, le resvératrol est un composé mimant la
restriction calorique et agit sur plusieurs fonctions cérébrales. En effet, Dal-Pan et al.>’® ont trouvé que
18 mois de supplémentation en resvératrol augmentait la mémoire spatiale chez le microcébe. Chez
des personnes agées ayant des pertes de mémoire, 3 mois de régime avec du resvératrol a permis
d’améliorer les capacités d’apprentissage verbal®3, Le resvératrol présente également des propriétés
neuroprotectrices et protége de I'accumulation des peptides B-amyloides chez des modeéles rongeurs

d’Alzheimer®*%5> Ce polyphénol agit également sur la production de nouveaux neurones in vivo en

augmentant la prolifération des précurseurs cellulaires et survie des cellules dans I'hippocampe de
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rats®®, Dans la littérature, les effets d’autres polyphénols ont été étudiés comme la curcumine que
'on peut retrouver dans le curcuma et le curry. En effet, aprées 12 semaines, des rats agés
supplémentés en curcumine, ont présenté une amélioration de la mémoire spatiale et de la
neurogenése hippocampique®”’. Cox et al.®*® ont démontré que la consommation quotidienne de
curcumine (400 mg), chez des personnes agées, permettait d’améliorer I'attention et la mémoire de
travail apres 1 h et avait un impact positif sur ’lhumeur et la mémoire de travail aprés 4 semaines. La
combinaison des polyphénols avec d’autres composantes environnementales semble étre une
stratégie pertinente pour la prévention du déclin cognitif et de la plasticité neuronale au cours du
vieillissement®¥7#%°, Des souris, nourries avec un régime composé d’AGPI et de polyphénol durant 40
jours, ont présenté une hausse de la prolifération et de la différenciation cellulaire au niveau du CMR,
du bulbe olfactif et du gyrus denté par rapport aux individus contr6les®®. Fernandez-Fernandez et al.%%*
ont donné le méme régime que l'étude précédente a un modéle murin d’amyloide et cette
alimentation a induit une amélioration des performances d’apprentissage et de mémoire spatiale qui
est corrélée avec une prolifération cellulaire augmentée dans le gyrus denté et la ZSV. La combinaison
d’un régime enrichi en flavonoides et d’une activité physique a eu un effet bénéfique sur I'expression
des génes en lien avec la plasticité neuronale et induit une diminution de I'expression des marqueurs

impliqués dans les processus délétéres pour la plasticité tels que I'inflammation et la mort cellulaire®’.

Des études ont montré que les vitamines et les minéraux avaient également des effets
bénéfiques sur les fonctions cognitives et la neuroplasticité. Kado et al.®®? ont trouvé qu’une faible
concentration de vitamine B9 (acide folique) était associée a une diminution des capacités cognitives.
Cependant, 3 ans de supplémentation en acide folique a permis d’améliorer les fonctions cognitives
qui sont sensibles au vieillissement®®, De plus, il a été montré qu’une carence en vitamine B9 affectait
le processus de neurogenése chez I'adulte®?. Ce résultat permet de déterminer que I'acide folique
joue un role dans la régulation de la neurogenése. La vitamine E a un impact sur les mécanismes de
plasticité neuronale. En effet, une carence en vitamine E augmentait la prolifération cellulaire mais
induisait une augmentation de la mort des cellules dans le gyrus denté®>. Cuppini et al.%®® ont
démontré que I'a-tocophérol, une forme de vitamine E assimilée par ’'Homme, renversait les effets du
déficit en vitamine E en diminuant la prolifération des cellules et en augmentant la survie cellulaire. La
combinaison de plusieurs facteurs environnementaux avec les vitamines a été étudiée dans I'étude de
Macpherson et al®®. ’association de la vitamine D avec de I'exercice, des AGPI n-3 et des protéines
chez des personnes agées atteintes de déficit cognitif, a induit une amélioration des capacités
cognitives. Enfin, il a été montré que les minéraux pouvaient avoir un impact positif sur la plasticité et
la cognition®®®, En effet, un déficit en Zinc chez les rongeurs a inhibé la neurogenése hippocampique®®

en diminuant la prolifération et la survie des cellules?®, Khodashenas et al.®’® ont mis en évidence
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gu’une supplémentation en Zinc, 20 mg par jour pendant 6 mois, permettait d’améliorer les fonctions
cognitives chez des écoliers. Chez les animaux ayant des dommages cérébraux, un régime supplémenté
en magnésium a augmenté les performances de mémoire associées a une réduction de la prolifération
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gliale et de la mort neuronale Ces différentes études permettent de comprendre que les

composants de 'apport alimentaire sont importants pour le cerveau et durant le vieillissement.

Ce travail de thése a permis de montrer pour la premiere fois que la modulation quantitative
et qualitative ainsi que la pratique d’une activité physique avaient des effets positifs sur les fonctions
cognitives, 'activité cérébrale ainsi que sur le processus de neurogenese a I’age adulte. Nous pouvons
supposer que le fait d’induire une amélioration de ces parameétres durant la jeunesse des individus
serait susceptible d’aider a la prévention et au maintien le plus longtemps possible des capacités
cognitives et de plasticité durant le vieillissement. Par la suite, il serait tres important d’étudier I'impact
de ces modifications nutritionnelles tout au long de la vie afin de pouvoir connaitre le temps d’action
de ces interventions et leurs effets sur la longévité du microcebe. Ainsi, nous pouvons supposer qu’un
régime restreint supplémenté avec plusieurs des composants évoqués précédemment (AGPI n-3,
polyphénols, vitamine, minéraux...) et associé avec une activité physique réguliére resterait le meilleur
moyen d’observer les effets bénéfiques de chacun de ces traitements et de pouvoir compenser les
effets délétéres de chaque facteur. Sachant que la variabilité du vieillissement est causée par des
facteurs génétiques et environnementaux, la combinaison des modifications nutritionnelles et de
I"activité physique serait la procédure la plus simple afin d’agir sur le vieillissement en limitant le risque
de pathologies neurodégénératives et en agissant sur I’'espérance de vie des individus. Ainsi, les effets
additifs et synergiques des facteurs environnementaux aideraient a vieillir en bonne santé et de
conserver ses capacités cérébrales le plus longtemps possible. Les différentes études de la présente
these ainsi que les travaux cités ci-dessus, permettent de mettre en lumiére le fait que I'alimentation
au niveau quantitatif et qualitatif ainsi qu’un mode de vie actif sont capables d’avoir des effets
bénéfiques potentiellement fort sur les paramétres cérébraux. Ces facteurs environnementaux ont un
role trés important, voire central, dans le fonctionnement cérébral et dans I'adaptation du cerveau

face aux changement dus au vieillissement.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Among environmental factors that may affect on brain function, some nutrients and particularly n-3 poly-
n-3 PUFA unsaturated fatty acids (n-3 PUFA) are required for optimal brain development. Their effects on cognitive
Cognitive functions functions, however, are still unclear, and studies in humans and rodents have yielded contradictory results. We
EEG . used a non-human primate model, the grey mouse lemur, phylogenetically close to human. The aim of this study
gz:::f: nests was to demonstrate the impact of n-3 PUFA supplementation on cognitive functions, neuronal activity and

neurogenesis. Two groups of animals whose diet was supplemented with either fish oil (rich in n-3 PUFA) or
olive oil as a control. These two groups were subjected to a visual discrimination task and to a test of anxiety in
the open-field. In parallel, cortical activity was measured with telemetric ECoG recordings. Finally, adult neu-
rogenesis was investigated ex vivo by means of immunohistochemistry. Animals supplemented with fish oil
exhibited better visual discrimination performance and tended to have lower anxiety levels. Furthermore,
supplementation increased the power of alpha, beta and gamma frequency bands in the EEG, which are related
to various aspects of memory and decision-making. This study also provides the first evidence of the existence of
adult neurogenesis process in a prosimian primate. Notably, lemurs supplemented with n-3 PUFAs for 21 months
exhibited a higher number of newly born neurons in brain areas related to memory and emotions, compared to
control animals. Altogether, these results point to long-term positive effects of dietary n-3 PUFAs on various
functions of the primate brain. Further studies will be needed to determine a formal causal link between be-
havioral improvement and creation of new neurons.

Microcebus murinus

1. Introduction acid (22:6 n-3, DHA). AA, EPA and DHA are the most abundant long-

chain PUFAs in the nervous tissue. Among several other roles in

Food is an important environmental factor which is likely to affect
brain function throughout life, and especially during aging. Among the
nutrients with a potential impact on the central nervous system, lipids
are of particular interest. Indeed, after the adipose tissue, the brain has
the highest lipid concentration, due to the extraordinary extent of cell
membranes, both neuronal and glial. Among lipids, polyunsaturated
fatty acids (PUFA) are essential nutrients for optimal brain development
and function [1,2]. PUFAs can be subdivided in two molecular families
based on the position of their first unsaturation: omega-6 (n-6 PUFA)
and omega-3 (n-3 PUFA). Linoleic acid (18:2 n-6, LA) is the precursor of
n-6 family and is converted into arachidonic acid (20:4 n-6, AA) while
a-linolenic acid (18:3 n-3, ALA), the precursor of n-3 family is con-
verted into eicosapentaenoic acid (20:5 n-3, EPA) and docosahexaenoic

* Corresponding author.
E-mail address: fabien.pifferi@mnhn.fr (F. Pifferi).

https://doi.org/10.1016/j.bbr.2018.02.029

mammals, PUFAs are especially important as cell membrane compo-
nents, capable of influencing their physicochemical properties. Changes
in PUFA content may cause alterations in the functionality of mem-
brane proteins (canals, G protein-coupled receptors, etc.). Indeed, a
PUFA-deficient diet in pregnant rodents has been shown to cause DHA
reductions in neurite growth cones [3] and a dysfunction of the Na*/
K* ATPase pump in the offspring [4]. Kawakita et al. [5] have shown
that DHA addition in culture medium accelerates the in-vitro differ-
entiation and maturation of neural stem cells obtained from rat em-
bryos. They also demonstrated that DHA dietary supplementation in-
creases the number of new neurons in the dentate gyrus of adult rats,
suggesting that PUFAs might participate in the process of neurogenesis.

In the past, neurogenesis was believed to cease entirely, shortly after
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birth [6]. Altman and Das [7] showed, for the first ime in 1965, the
presence of newborn neurons in the hippocampus of rats at various
postnatal ages. It is now firmly established that the adult mammalian
brain, including humans, houses neural stem cells in discrete locations,
capable of generating new neurons throughout life. Two such regions
are the subgranular zone of the dentate gyrus [8,9] and the sub-
ventricular zone of the lateral ventricles (SVZ) [10,11]. While in these
two areas adult neurogenesis is prominent, newly differentiated neu-
rons have also been described in other brain areas in rodents, rabbits
and primates, including the hypothalamus, the striatum, the amygdala
and the olfactory cortex [12]. These new neurons appear to play active
roles in the brain, including cognitive functions [13]. During prenatal
development in rats, the massive incorporation of DHA into membranes
of nerve cells coincides with the maximum peak of neurogenesis,
neuritogenesis and synaptogenesis [14,15]. It has also been shown that
availability of DHA during cerebral development is required for neu-
rogenesis and that this process is altered by an n-3 PUFA in the em-
bryonic rat brain [16]. Studies conducted in young fat-1 mice (a
transgenic model able to constitutively produce n-3 PUFAs) demon-
strate that increased levels of DHA in the brain enhance postnatal
hippocampal neurogenesis and neuritogenesis, associated with better
spatial learning in the Morris water maze test [17]. Finally, a short-term
n-3 PUFA supplementation in adult lobsters leads to an increased
number of neurons in division [18].

The dietary availability of n-3 PUFA appears to play an active role in
behavior, including locomotor and exploratory activity, anxiety and
cognitive functions in rodents. For example, a severe n-3 PUFA defi-
ciency during development has been shown to cause a decrease in
spatial reference memory during a Barnes maze task in both mice [19]
and rats [20]. The effects were not due to sensory-motor deficits and
working memory was not affected. In another study, hamsters subjected
to an n-3 PUFA-deficient diet showed locomotor hyperactivity asso-
ciated with striatal hyperdopaminergia [21]. N-3 PUFA deficiency in-
creased anxiety in young rodents placed in novel environment [22,23]
or under stressful conditions [22,24]. Moreover, a diet deficient in the
precursor of n-3 family, a-linolenic acid (ALA), in mice, induced de-
creased exploratory activity, increased anxiety, and learning deficit in
the elevated-plus maze [25]. Conversely, n-3 PUFA supplementation in
young rodents decreases spontaneous locomotor activity, which may be
linked to more efficient binding of dopamine to dopaminergic receptor
D2 [26], and reduces anxiety by acting on striatal dopaminergic func-
tion [25]. Since n-3 PUFA deficiency causes a decrease in spatial
memory [19,20], we hypothesized that n-3 PUFA supplementation
could improve memory by acting on neuronal function and, in parti-
cular, by modifying the associated frequency waves.

Taken together, the above-mentioned studies suggest links between
n-3 PUFA availability and neuronal function in rodents. To our
knowledge, however, no studies have so far been carried out in non-
human primate species, which are ideal models to investigate long term
changes in the brain following a prolonged dietary supplementation of
n-3 PUFAs. In addition to the physiological and anatomical similarities
with the human nervous system [27], a distinct advantage is the sig-
nificantly longer lifespan, compared to rodents.

The present study was performed in the grey mouse lemur
(Microcebus murinus), a nocturnal prosimian primate, endemic from
Madagascar, weighing between 60 and 120 g, with a lifespan of 8 to 10
years in captivity. Its diet is composed of fruits, insects, gum, and insect
secretions [28-31]. We hypothesized that dietary n-3 PUFA supple-
mentation would have a long-term impact on neuronal activity, cog-
nitive functions and neurogenesis in the adult gray mouse lemur. While
the majority of n-3 PUFA studies focus on the perinatal period, which
does not allow studying their long-term effects, we chose to investigate
their effects in adult animals in order to study a prolonged supple-
mentation. We hypothesized that a dietary n-3 PUFA regimen would
have lasting effects on the brain at several levels including cortical
electrical activity, neurogenesis and potential relations to behavior
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(learning, memory and anxiety). To such aim, we performed in a cohort
of mouse lemurs: 1) studies of anxiety and assessment of visual dis-
crimination abilities; 2) chronic recordings of cortical electrical activity
with wireless, telemetric electroencephalography (EEG); 3) histological
evaluation of neurogenesis in selected brain regions, by means of im-
munostaining of the thymidine analog, bromodeoxyuridine (BrdU),
following in-vivo systemic administration.

2. Materials and methods
2.1. Animals and ethics

Twenty male grey mouse lemurs (Microcebus murinus) born and
raised in the laboratory colony of UMR 7179 (CNRS/MNHN, France,
license approval n° A91.114.1) were utilized in this study. All experi-
mental procedures were approved by the local ethical committee
“Comité d’éthique Cuvier” (authorization n°68-018). Animals were
maintained in individual cages (50 X 60 x 70cm) provided with
wooden branches and wooden nests, at constant temperature
(24-26 °C) and relative humidity (55%). In the housing environment,
grey mouse lemurs were exposed to a seasonal alternation of the light/
dark cycle consisting of summer-like long days (14:10 h light/darkness,
for 6 months, TO and T12) and winter-like short days (10:14 h light/
darkness, for the other 6 months, T6 and T18). Animals were fed with
fresh fruits and a mixture of cereals, water, banana, milk and egg
prepared daily in the laboratory.

2.2. Dietary intervention

At about 4 years of age, the lemurs entered the dietary regimen,
which was maintained unchanged until the end of the study, over 21
months later (Fig. 1). The daily food mix was supplemented with 0.18 g
of either fish oil (tuna oil OMEGAVIE, Polaris, Pleuven, France), natu-
rally rich in n-3 PUFAs, or olive oil, rich in monounsaturated fatty acids
and very poor in n-3 PUFAs. Animals were randomly assigned to one of
the two regimens (FISH group, n = 10; OLIVE group, n = 10). Two
animals in the OLIVE group died during the experiment. For these two
animals, we here report data obtained up to 12 and 18 months of
supplementation, respectively. Animals in the FISH group received
approximately 6 mg of EPA and 30 mg of DHA per diem, corresponding
to the recommended daily intake of omega-3 for the French adult po-
pulation [32] (0.06% and 0.3% of the total daily energy, respectively).

2.3. Lipids analysis

After the last open-field test (Fig. 1, and see below), blood samples
were collected on heparin from 3 animals per group. After centrifuga-
tion, supernatant plasma was stored at — 80 °C for subsequent lipid
analysis. Lipid extraction from plasma was carried out with chloroform-
methanol (2:1), according to the Folch method [33]. Total phospholi-
pids were isolated by solid phase liquid chromatography on silica car-
tridges. Sequential elution was made with chloroform followed by
methanol [34]. All eluents were dried under nitrogen and the phos-
pholipids fractions were transmethylated with 10% boron trifluoride
(Fluka, Sokolab), at 90 °C for 20 min [35]. Fatty acid methyl esters were
analyzed by gas chromatography [36].

2.4. Visual discrimination task

Animals were trained to discriminate between visual stimuli in
order to obtain a reward. Stimuli differed in shape, color, and/or pat-
tern and were chosen to be easy to discriminate, as the task aimed at
assessing object memory rather than near-threshold discrimination
abilities. Mnesic function, defined by the brain’s ability to record, store
and retrieve information, was measured. Testing took place in the
custom-made apparatus shown in Fig. 2, as previously described [37].
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4 EEG recordings
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21 Blood sampling
BrdU injections
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Fig. 1. Experimental timeline.
The diagram shows the timing (in months) of the main steps of the study. The 18 month-
long period of dietary supplementation is indicated by the bar on the left. The 4 visual
discrimination session blocks are concisely summarized in the gray pointers. The month
of execution (Tn) is followed by the conditions run in each of the three consecutive days,
where L and M stand for learning and memory sessions, and the numbers indicate sti-
mulus pairs. The first session (hab) of block TO, run just before the beginning of the
ppl p d the habituation phase. The first open-field test was per-
formed approximately 3-4 weeks after the first visual discrimination session. The elec-
trophysiology experiments started after the last visual discrimination block. The time
window indicated in the diagram comprises surgery, post-surgical recovery, and EEG
recordings. Recordings were followed by the second open-field test, blood sampling, and
finally 3 weeks of BrdU injections, after which animals were euthanized for the analysis of
neurogenesis.
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Fig. 2. Jumping Stand Apparatus.

The 60 x 60 x 150 cm cage was made of plywood, except for the front panel, which was
represented by a one-way mirror (not shown). The chamber was lit by a 50-Watt bulb
attached to top panel. Before each trial, the animal was gently lowered onto the starting
stand (A) through the cylinder. After 1 min, the cylinder was lifted and the trial started. In
order to reach one of the 15 x 30 cm landing platforms (B) the animal had to jump over a
35-cm gap. Landing on the “positive” platform gave access to the nestbox (C), after
passing under a board (D). The board was fully masking the hole of the nestbox choosing
the “negative” stimulus resulted in a fall onto a soft pillow (E).

Briefly, in each trial the lemur jumped from the starting stand
(Fig. 2A) to one of the two landing platforms (Fig. 2B). If the animal did
not move within 15s, the starting platform was progressively tilted
upward to increase the motivation to jump. The platform marked with
the “positive” stimulus gave access to the nestbox (Fig. 2C), while the
other, marked with the “negative” stimulus, would swing down upon
landing, causing animal to fall on a soft pillow, unharmed. Jumping to
the “positive” platform was regarded as a correct trial, and was re-
warded by allowing the animal to stay inside the nestbox for 2min,
before the start of the next trial. Jumping towards the “negative”
platform counted as a failed trial, and the animal was retrieved and
placed on the starting stand, inside the cylinder for 1 min, before the
next trial. The location of the positive stimulus was randomized trial-
by-trial, with the constraint that the same location would not be chosen
for more than two consecutive trials. If the animal jumped onto the
same platform 4 times in a row, pseudo-random alternation of stimulus
location was temporarily suspended and the positive stimulus was
placed on the opposite platform, until the lemur jumped to it, in order
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to avoid a positive reinforcement of the error. A test session consisted of
up to 30 trials and was terminated early if the animal performed cor-
rectly 8 out of 10 consecutive trials or if the animal refused to jump for
5 min during 5 consecutive trials.

The habituation session was first carried out in order to reduce the
stress of the animals towards the apparatus. The session was divided in
7 stages in order to gradually teach the principle of the task. For the
first stage, only one fixed central landing platform was attached just
below the nestbox opening and a ramp was put between the starting
and the central platform so that no jump was required to attain the
nestbox. In stage 2, the ramp was removed so the animal had to jump to
reach the nestbox. For the third and fourth stages, a board was added
above the middle of the landing platform masking the nestbox opening
so the grey mouse lemur had to pass under the board to access its
nestbox. For the last three stages, the central platform was removed and
the fixed landing platform was placed alternatively to the right or to the
left of the nestbox opening masking by the board.

Sessions were run in blocks of 3 consecutive days (Fig. 1); the first
immediately before starting the dietary supplementation (T0), and then
every 6 months (T6, T12, T18). Tests started 1 h before lights-off time
(which occurred earlier or later, depending on the season). Around this
time, grey mouse lemurs enter their active circadian phase. On day 1 of
the TO block, a habituation session was carried out, consisting of a
simplified version of the setup. Only one landing platform was avail-
able, with no visual stimuli, and animals learned to jump to it in order
to access the nestbox. On days 2 and 3, the visual discrimination task
was introduced with a first pair of stimuli. On subsequent blocks, the
first day was dedicated to testing long-term memory by presenting the
same stimulus pair used during the learning sessions of the previous
block (Figure S1).

For both learning and memory sessions, we scored the total number
of errors, the total number of refusals, corresponding to a refusal of the
animal to jump for a period of 5 min and the success rate corresponding
to the ratio between the proportion of successful trials and the total
number of trials.

2.5. Open-field test

The open-field test probes emotional and exploratory behaviors in a
new environment, based on the assumption that spontaneous explora-
tion of the unfamiliar space is inversely proportional to anxiety [38,39].
Anxiety can be defined as a response to a threat in a situation, more or
less intense, accompanied by physical phenomena (immobility, tre-
mors, agitation...). The open-field apparatus was a 100 X 100 ¢cm arena
surrounded by 20 cm-high walls made of bright, opaque Plexiglas®, and
covered with a transparent Plexiglas® ceiling. The session was recorded
by a camera placed above the arena, and data were analyzed offline
with the Videotrack© software (ViewPoint, Lyon, France). The mouse
lemurs were placed in one corner of the open-field and observed for
30min. At the end of the session, the nestbox was placed in the same
corner of the arena and the return time to the nestbox was measured. If
the animal did not return to its nestbox within 5 min, it was manually
removed from the arena. For each animal and each 30-min session, we
computed 3 parameters [40,41]: 1) total distance travelled, 2) total
time spent while moving, and 3) latency before the first movement.
Exploratory movements of the head were included in the computation
of parameters 2 and 3.

2.6. ECoG recording setup

A wireless telemetry system (Data Science International, DSI, St.
Paul, MN, USA) was used to collect physiological data for extended
periods of time while the animal was left undisturbed in its cage. The
setup consisted of: 1) chronically implanted electrodes (silicon elas-
tomer insulated stainless-steel wires, @ 0.3 mm) and radio transmitter
(PhysioTelF20-EET, DSI); 2) a receiving plate (RCP-1, DSI) placed
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below the cage, connected to 3) a personal computer running the data
acquisition software Dataquest Lab Pro v. 3.0 (DSI). The system allowed
for the simultaneous recording of one EEG channel and one EMG
channel (500Hz sampling rate) for each animal, in addition to core
temperature and locomotor activity monitoring.

2.7. Surgery

Surgical implants were conducted in conditions of sterility, under
veterinarian supervision, 7 days after the T18 visual discrimination
sessions. Surgery was successful for all animals but one OLIVE animal
died during the implant removal. After a single administration of dia-
zepam (Valium, 0.2mL/100g, i.m.), anesthesia was induced and
maintained by isoflurane inhalation (Iso-Vet, 100 mg/g, Piramal
Healthcare UK Limited, Morpeth, Northumberland, United Kingdom).
The transmitter was inserted inside the peritoneal cavity, and the 4
wires were led subcutaneously from the abdomen to the head, passing
between the scapulae. The two EEG leads were inserted into holes
drilled through the skull and sealed to the bone with dental cement. The
epidural electrode tips were placed over the left and right prefrontal
cortex, 2-3 mm from the midline, 7.5 mm anterior to the interaural line,
an area corresponding to the transversal section shown in plate 33 of
the “Stereotaxic atlas of the brain grey mouse lemur” [42]- EMG elec-
trode wires were attached to the neck muscles with a nonabsorbable
polyamine suture. At the end of surgery, an anti-inflammatory was
administered subcutaneously (meloxicam, 0.2 mg/kg). After surgery,
the animals were placed in individual cages and were allowed to re-
cover for 7 days before the beginning of recordings. The implant was
removed 2 weeks after the first surgery.

2.8. ECoG data analysis

EEG and EMG signals were continuously acquired for 7 consecutive
days (Fig. 1). Vigilance states were scored by visual inspection of the
signals in 10-s epochs to determine the periods of activity, with the aid
of the Neuroscore software v.2.1 (DSI), over a period of 48h corre-
sponding to the weekend, when disturbance to the animals from la-
boratory staff was minimal. The following behavioral states were dis-
criminated [43]: slow-wave sleep (SWS), paradoxical sleep or rapid eye
movement (REM) sleep (P), quiet wake (W) and active wake (A) (Figure
S2).

Power spectral density (PSD) analysis was performed on the EEG
data with custom Matlab scripts (The MathWorks Inc., Natick, MA)
based on the Welch method with a 0.5 Hz frequency resolution, over the
0-50Hz range. For each animal, 2 h of active wakefulness (extracted
from the above-mentioned 48-hour period) were analyzed. Average
PSD values were computed separately for the following ranges: delta
(0-4 Hz), theta (4-8 Hz), alpha (8-13Hz), beta (13-30 Hz) and gamma
(30-50 Hz), which can be associated with specific behavioral states
[44,45].

2.9. Immunohistochemistry and neurogenesis

At the end of the experiments, BrdU (10 mg/mL, dissolved in 0.9%
NaCl, ph = 7.4) was injected intraperitoneally (50 mg/kg), twice a day
for 2 weeks in 6 randomly selected animals (3 per group). The grey
mouse lemurs were euthanized 20 h after the last BrdU injection. They
were deeply anesthetized with 50 mg/mL of phenobarbital and per-
fused with 4% paraformaldehyde in 0.1M PBS. Brains were removed
and postfixed in the fixative solution for 24h at 4°C (4% PFA/PBS).
After washing with PBS, brains were immersed in a sucrose/azide/PBS
solution for a few days. They were then frozen by immersion in iso-
pentane at —40°C for 2-3min and sectioned coronally at 7.5pum
thickness in a cryostat at —20 °C. The sections were mounted on su-
perfrost + slides and stored at — 80 °C.

Series of adjacent sections started with 0.1% phosphate buffer (PBS)
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Tween solution washes (3 X 15 min) followed by immersion in hot ci-
trate buffer for 20 min and 3 further PBS washes. Each section was then
incubated with 500pL of a blocking solution (2% BSA/ 0.1% PBS
Tween), in a humidified chamber for 20 min. One primary antibody
solution was prepared, containing a mouse anti-BrdU (1:200, BD
Sciences, Cat. 555627) and a rabbit anti-NeuN (1:1000, abcam,
ab104225) monoclonal antibodies. The slides were separated in two
groups and sections were incubated overnight, in a humidified chamber
at 4°C, with 250 pL of the anti-Brdu/anti-NeuN mix or just the blocking
buffer (control slides). On the next day, the slides were washed with
0.1% PBS Tween (3 X 15min), incubated for 2h in the humidified
chamber at room temperature with 250 pL of secondary antibody so-
lution containing Alexa Fluor 555 anti-mouse antibody (1:500,
ThermoFisher Scientific, A-31570, donkey anti-mouse) and Alexa Fluor
488 anti-rabbit antibody (1:500, ThermoFisher Scientific, A-11034,
goat anti-rabbit), and finally rinsed in PBS for 15min. A drop of
mounting medium with DAPI was placed on slide, which was then
coverslipped. Slides were luted with varnish and dried for 5min. They
were placed at 4 °C for a few hours before observation under fluores-
cence illumination. The specificity of the immunohistochemical reac-
tion was confirmed by the lack of staining in the control slides (images
not shown).

The total number of NeuN-labeled and double-labeled NeuN
+/BrdU + cells was measured in several brain areas: amygdala, ol-
factory bulb, dentate gyrus, SVZ, and the visual and auditory cortices.
Then, in order to estimate the effect of PUFA supplementation on
neurogenesis, we computed the fraction of double-labeled (NeuN
+/BrdU +) cells, corresponding to newly born neurons, over the total
number of existing neurons (BrdU-/NeuN + ) cells. Brain sections were
observed with a fluorescence microscope using a 20X objective. Digital
photographs were acquired with an Olympus DP73 camera. Cell counts
were carried out by visual inspection of the acquired images. For each
animal, and for each region of interest, to minimize the variability, 3-6
sections were chosen, and a single field of view was placed in each
section. A stereotaxic atlas [42] was used to aid the identification of
brain areas.

2.10. Statistical analysis

All the data were analyzed with R, except PSD results analyzed with
Prism7 (GraphPad). Table S1 shows, for each animal, the pieces of data
reported here. Visual discrimination, open-field and PSD data were
expressed as the median + the interquartile range. Neurogenesis data
was expressed as the mean = the standard error of mean (SEM). For all
data, the median, the quartile, the mean, the minimum and maximum
values were reported in Table S2. Outliers were identified and rejected
with Dixon’s Q test. One animal from the FISH group was excluded from
PSD data (Dixon’s Q test: p < 0.002). One animal from the FISH group
was excluded from visual discrimination refusals during learning
(Dixon’s Q test: p < 0.002) and memory (Dixon’s Q test: p = 0.02) task
at T18. Visual discrimination performance was analyzed with a mixed-
design ANOVA model with repeated measures, with time as a within-
subject and diet as between-subject factors. Open field data were ana-
lyzed with a similar factorial design, but using a non-parametric test
[46]. PSD results were analyzed with a Mann-Whitney test. Three an-
imals (1 OLIVE and 2 FISH) were excluded from PSD analysis due to
very high number of artefacts in ECoG signal. For neurogenesis data,
the total number of NeuN-labeled and double-labeled BrdU
+ /NeuN + cells for each group was compared with a Wilcoxon test.
The ratio of neurogenesis was checked with a mixed model for repeated
measurements of different slices for each group. The null hypothesis
was rejected at the p < 0.05 level.
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Fig. 3. Effects of dietary supplementation on plasma lipid composition.

The charts show the average fractions of the total lipid content (n = 3 per group) mea-
sured 20 months after the beginning of the suppl ation. The fatty acids composition
is expressed as a weight percentage (g/100 g of total fatty acids) from the data in Table 1.

3. Results
3.1. Plasma fatty acids

The long-term fish oil dietary enrichment caused a consistent shift
in the relative plasmatic levels of different fatty acids. In particular, the
n-3 PUFA fraction was on average 3 times as high as that of OLIVE
animals, mostly at the expense of a proportional decrease of the n-6
PUFA and monounsaturated fatty acids fractions (Fig. 3).

The results confirm that the dietary regimen was effective in de-
termining the expected changes in n-3 PUFA availability. Table 1 shows
the results for each of the studied animals.

3.2. Visual discrimination task

Generally, animals learned the task (Fig. 4A and C, Table 2) and
they remembered the stimuli seen 6 months before (Fig. 4B and D,
Table 2). During learning trials, the number of refusals did not change
over the months but FISH animals refused less than OLIVE (Fig. 4A,
Table 2). During memory sessions, the number of refusals did not de-
crease between dietary regimen groups and there was no effect of time
(Fig. 4B, Table 2). During learning trials, the success rate was sig-
nificantly different between FISH and OLIVE animals and there was an
increased success rate over the months (Fig. 4C, Table 2). During
memory sessions, FISH group tended to have a higher success rate than
OLIVE group without showing an effect of time (Fig. 4D, Table 2).

3.3. Open-field task

Spontaneous activity in the open field was highly variable between
subjects, but showed a consistent overall increase across sessions
(Fig. 5, Table 3). Several lemurs did not move at all during the first test
session at T1, while almost all of them exhibited a degree of exploratory
behavior at T20. Such activity pattern, however, appeared similar
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Table 1
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Plasma fatty acids composition after 20 months of dietary regimen, as fractions of the total lipid content.

Fatty acids OLIVE FISH
Class type #1 #2 #3 mean #1 #2 #3 mean
SFA 12:0 0.37 0.70 0.61 0.56 1.98 175 1.8 1.84
16:0 24.11 25.39 24.90 24.80 275 26.9 27 27.13
18:0 17.56 15.90 16.00 16.49 14.54 14.23 15.01 14.59
24:0 0.13 0.08 0.10 0.10 0.1 0.09 0.1 0.10
others 1.19 1.25 1.10 1.18 1.48 1.33 1.31 1.37
z 43.36 43.32 42.71 43.13 45.60 44.30 45.22 45.04
MUFA 18:1 n-9 9.05 9.01 10.2 9.42 6.18 572 6.01 5.97
18:1 n-7 176 1.74 1.63 1.71 1.32 1.27 1.3 1.30
others 077 0.86 0.87 083 0.75 0.69 0.76 0.73
z 11.58 11.61 12.70 11.96 8.25 7.68 8.07 8.00
DMA z 1.63 1.34 1.67 1.55 1.69 1.96 1.84 1.83
n-9 PUFA z 0.10 0.12 0.10 0.11 0.06 0.06 0.04 0.05
n-6 PUFA 18 2 n-6 14.85 12.01 12.83 13.23 8.19 9.64 7.98 8.60
20.3 n-6 241 2.56 2,58 2.52 1.22 1.26 1.29 1.26
20:4 n-6 16.2 16.4 15.9 16.17 8.39 10.85 9 9.41
22:4 n-6 1.16 1.74 1.87 1.59 0.3 0.19 0.2 0.23
22:5 n-6 1.26 1.65 1.53 1.48 0.38 0.34 0.41 0.38
others 0.24 0.19 0.21 0.21 0.17 0.13 0.21 0.17
z 36.12 34.55 34.92 35.20 18.65 22.41 19.09 20.05
n-3 PUFA 18:3 n-3 0.07 0.08 0.07 0.07 0.08 0.08 0.08 0.08
20:3 n-3 0.02 0.02 0.08 0.04 0.02 0 0.02 0.01
20:4 n-3 0.06 0.06 0.02 0.05 0.12 0.12 0.2 0.15
20:5 n-3 0.22 0.2 0.3 0.24 3.38 4.64 4.52 4.18
22:5 n-3 142 1.96 1.64 1.67 5.72 4.16 5.36 5.08
22:6 n-3 5.36 6.7 5.77 5.94 16.39 14.55 15.53 15.49
others 0.06 0.04 0.02 0.04 0.04 0.04 0.03 0.04
z 7.21 9.06 7.90 8.06 25.75 23.59 25.74 25.03
n-6/n-3 PUFA ratio 5.01 3.81 4.42 4.41 0.72 095 0.74 0.81

Values are expressed as percentages of given fatty acid/100g total fatty acid, for each of the studied animals (n = 3 per group), and for the group means. Minor fatty acid fractions are not
reported. SFA: saturated fatty acids, MUFA: monounsaturated fatty acids, DMA: dimethyl acetals, PUFA: polyunsaturated fatty acids.

between dietary regimen groups. In particular, the total distance tra-
velled (Fig. 5A, Table 3) and the total activity time (Fig. 5B, Table 3)
increased significantly between T1 and T20, while the latency to first
movement (Fig. 5C, Table 3) decreased significantly. On the other hand,
as shown in Table 3, which summarizes the results of the non-para-
metric test for the three measurements, no significant effect of diet and
no interactions could be demonstrated for exploratory behavior but n-3
PUFA supplemented animals tended to have a decreased latency to first
movement.

3.4. Power Spectral Density analysis

The results of the PSD analyses performed during 2 h of active wake
are shown in Table 4 and Fig. 6.

We observed a significant increase in power over the entire 0-50 Hz
frequency interval in FISH animals compared to the OLIVE group
(Table 4, Fig. 6), showing a significant difference (W = 1349,
p < 0.0001). More specifically, there was no difference in the power of
delta frequency bands (0-4 Hz) between FISH and OLIVE animals
(U = 7,p = 0.31). The power of theta waves (4-8 Hz) increased in FISH
group compared to OLIVE group, without reaching the threshold of
significance (U = 1, p = 0.06). The power of alpha frequency bands
(8-13Hz) was significantly higher in n-3 PUFA supplemented group
than in OLIVE group (U = 0, p = 0.008). The power of beta waves
(13-30 Hz) increased significantly (U = 33, p < 0.001) in FISH ani-
mals compared to OLIVE animals. Finally, a significant increase in the
power of gamma frequency bands (30-50Hz) (U = 50, p < 0.001) was
observed in animals supplemented with fish oil as opposed to OLIVE
group.
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3.5. Neurogenesis

Fig. 7A shows representative BrdU and NeuN im-
munohistochemistries in the amygdala. NeuN labelling (green) reveals
mature neurons while BrdU labeling (red) detects cells that were di-
viding at the time of BrdU injection. The merged images allowed ap-
proximating the marker colocalization (BrdU+ /NeuN +) and thus re-
vealing the presence of newly born neurons. On the other hand, BrdU
+/NeuN- labeling indicated newborn cells that are either glial cells,
neural progenitor cells or immature neurons. Fig. 7B demonstrates
neurogenesis in the SVZ, which appears to be more pronounced in the
FISH (right) than the OLIVE groups (left).

The total number of NeuN + and NeuN + /BrdU + cells was esti-
mated in different areas for each group (Fig. 8). In the amygdala, the
number of existing neurons and newborn neurons cells was not dif-
ferent between OLIVE and FISH groups (Fig. 8A, Table 5). The auditory
cortex did not show any difference in the number of NeuN + and NeuN
+/BrdU + cells between OLIVE and FISH groups (Fig. 8B, Table 5).
Supplemented animals tended to have a higher number of newborn and
existing neurons compared to OLIVE group (Fig. 8C, Table 5). The
number of newly born and existing neurons, in the olfactory bulb, was
not different between OLIVE and FISH animals (Fig. 8D, Table 5). In the
SVZ, there was no difference in the number of new and existing neurons
between n-3 PUFA supplemented and control group (Fig. 8E, Table 5).
The visual cortex did not show significant difference in the number of
NeuN + and NeuN +/BrdU + (Fig. 8F, Table 5).

The ratio of newly born neurons (NeuN + /BrdU + cells) in relation
to the total number of neurons (NeuN + cells) allowed estimating
neurogenesis in different areas (Fig. 9). In the amygdala, the number of
newborn neurons was higher, in FISH animals (0.49 = 0.02) as op-
posed to OLIVE group (0.45 = 0.01, t=1.86, p=0.06),
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Fig. 4. Visual discrimination performance.

Results obtained at the beginning (T0), during (T6, T12), and at the end of the dietary regimen (T18) for OLIVE (grey triangle) and FISH groups (black cercle). A-B: Number of refusals. C-
D: Success rate. For each time point (i.e. testing block), individual animal performances are shown separately for the learning sessions (charts on the left, A and C) and for the memory
session (charts on the right, B and D). For each data group, median values + interquartile range are also shown. More details on animals included for each step are shown in table S2
Refusals: OLIVE = 10; FISH = 9. Success rate: OLIVE = 10; FISH = 10. Significant difference OLIVE and FISH animals are indicated with * (p < 0.05).

Table 2
Results of the ANOVA statistic for the visual discrimination task.

Refusals Success rate
Learning Memory Learning Memory
F df P F df P F df P F df P
Diet 20.75 1 2.31E-05 1.46 1 0.23 13.21 1 7.13E-04 299 1 0.09
Time 0.79 3 5.10E-01 1.14 3 0.33 294 3 0.04 0.08 3 092
Diet:Time 0.66 3 0.58 0.24 3 0.79 0.07 3 0.98 0.41 3 0.66
400
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Fig. 5. Spontaneous exploratory activity in the open field.
Anxiety during open-field task, at 1 and 20 months of supple-
mentation, for control (OLIVE) and supplemented (FISH) groups.
A: Distance moved during open-field task at T1 and T20. B:
Activity time during open-field task at T1 and T20. C: Latency time
for the first movement during open-field task at T1 and T20.
OLIVE, n = 8; FISH, n = 10. Significant difference between OLIVE
and FISH animals are indicated with * (p < 0.05).
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corresponding to a difference of 8.8%, (Fig. 9A). In the auditory cortex,
no significant difference in the number of new neurons was observed
between OLIVE (0.27 = 0.03) and FISH animals (0.29 *= 0.02,
t = 0.45, p = 0.65), corresponding to a difference of 10.9% (Fig. 9B). In
figure 9C, newborn neurons in the dentate gyrus represented
0.52 = 0.02 for OLIVE animals and 0.67 * 0.01 for FISH group,
corresponding to a 28.9% difference in new neurons (t = 7.34,
p < 0.0001). In the olfactory bulb, new neurons represented a differ-
ence of 27.6% in supplemented animals (0.38 + 0.02) compared to
OLIVE animals (0.29 = 0.01, t = 4.40, p < 0.0001) (Fig. 9D). In the
SVZ, new neurons were also more important in supplemented group
(0.52 *= 0.02) than OLIVE group (0.38 + 0.02,t =4.71,p < 0.0001)
by 36.8% (Fig. 9E). Fig. 9F showed that there was no significant dif-
ference in the number of newly born neurons, in the visual cortex,
between supplemented (0.31 = 0.02) and OLIVE group (0.31 = 0.02,
t=—0.23, p = 0.82), corresponding to a difference of 3.5%.

4. Discussion

We investigated the impact of long-term n-3 PUFA supplementation
on cognitive functions, cortical activity and neurogenesis in adult grey
mouse lemurs. Overall, the results show that supplementation posi-
tively affects animal behavior by decreasing anxiety and improving the
success rate during learning and memory tests. In parallel, supple-
mentation significantly modifies cortical electrical activity and seems to

Table 3
Results of the ANOVA-type statistic (ATS) for the open-field test.

increase neurogenesis in the specific brain regions where most of the
phenomenon takes place, i.e. the dentate gyrus, the olfactory bulb, and
the subventricular zone.

Plasma fatty acid quantification conducted in a subset of animals
showed a 3-fold increase of circulating n-3 PUFA, including EPA and
DHA, in subjects who received the fish oil-supplemented diet for a
period of 18 months, compared to those who received olive oil sup-
plementation. Plasma levels are good indicators of body fatty acid
composition, as demonstrated by the finding that increases in dietary
DHA in mammals are correlated with plasma DHA, which in turn is
predictive of internal organ DHA status [39]. The adult nervous system
is not completely impervious to dietary DHA changes [47], so plasma
DHA is also a useful biomarker of brain DHA. The increased level of n-3
PUFA in supplemented animals is associated with the decreased level of
n-6 PUFA and monounsaturated fatty acids, bringing the n-6:n-3
average ratio down to 0.80, from the 4.36 ratio observed on average in
the OLIVE group. Interestingly, a ratio close to 1 is recommended for
human health [48]. These proportions are similar to those found by
Vinot et al. [39] in adult grey mouse lemurs subjected to n-3 PUFA
supplementation for 5 months.

Supplementation in grey mouse lemurs had consequences on be-
haviour such as on anxiety, motivation, and mnesic functions. Indeed,
anxiety can influence cognition results by playing a role on motivation
and memory. Learning and memory during visual discrimination test
have been impacted by n-3 PUFAs but they did not act on the same

Distance travelled Activity time Latency

ATS df P ATS df P ATS df P
Diet 1.27 1 0.26 0.89 1 0.34 3.38 1 0.06
Time 27.13 1 1.90E-07 29.43 1 5.78E-08 17.98 1 2.23E-05
Diet:Time 0.19 1 0.66 0.13 1 0.71 1.31 1 0.25
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Table 4
Power spectral density of OLIVE and FISH animals in the prefrontal cortex.

Behavioural Brain Research 347 (2018) 394-407

Frequency band Hz range OLIVE FISH P
1st quartile median 3rd quartile 1st quartile median 3rd quartile

Delta 0 4 287.6 321.5 416.7 328.0 467.0 553.2

Theta 4 8 115.5 136.8 199.1 207.7 248.8 290.2

Alpha 8 13 80.7 93.2 111.6 139.0 155.3 1922 %
Beta 13 30 35.7 43.2 53.5 58.3 80.3 111.7 A,
Gamma 30 50 9.4 138 18.6 19.1 239 31.8 ok
Whole EEG 0 50 14.7 35.8 81.9 229 55.4 127.2 o

Values are expressed as median (1V?/Hz) and quartiles. Significant differences: *p < .05, **p < .005.

parameters in these two tasks. Indeed, after 18 months of supple-
mentation, the number of refusals decreased over the months during
learning but there was no difference for the memory. Supplemented
animals refused less than OLIVE group during learning but no effect of
the diet on the number of refusals during memory. Moreover, for
learning sessions, the success rate improved during the supplementa-
tion period, for FISH animals. During memory exercise, FISH group
tended to perform significantly better than OLIVE animals. Animals
succeeded better over time. Supplemented animals refused less re-
sulting in an increased motivation and a higher success rate during
learning sessions. In this context, less refusals might indicated an in-
crease of motivation, namely the processes that direct and individual’s
action towards a specific goal, causing a particular behaviour [27]. The
summer season (long photoperiod, TO and T12) was more favourable to
animal labour. Indeed, the number of refusals was lower and the suc-
cess rate was higher. In winter season (short photoperiod, T6 and T18),
grey mouse lemurs are not very active and they put in place energy-
saving strategies. This activity reduction causes a decreased motivation
[49], which is characterized by a high number of refusals in OLIVE
group, during learning and memory. Supplemented animals seem to act
on their motivation, inducing a reduction in refusals. According to the
results of the two photoperiods, the refusals are related to a lack of
motivation and not to an incomprehension of the exercise. Moreover,
anxiety appears to be an important parameter in the reduction of re-
fusals. Indeed, the least anxious animals seem to be more successful
than those who are more anxious. Open-field task is an indicator of
emotional behavior. One of parameters, the latency of the first move-
ment, an anxiety indicator, is different between the two groups, with a
strong tendency (p = 0.06). Animals make their first movement
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significantly faster at T20 than T1. At 20 months, supplemented ani-
mals have a lower latency time for their first movement compared to
T1, contrary to OLIVE group. N-3 PUFAs reduce stress, enabling them to
explore their environment more easily whereas OLIVE animals would
be more anxious explaining the important latency. Vinot et al. [39]
showed that supplemented grey mouse lemurs exhibited lower anxiety
level, a reduced spontaneous locomotor activity during open-field task
and better performances in Barnes maze, compared to OLIVE group.
Moreover, Prut and Belzung [38] showed that in open-field task, an-
xiolytic treatments do not themselves directly act increased exploration
but reduce the stress-induced inhibition of exploration behavior.
However, we did not observe significant changes in the activity dura-
tion and the distance travelled between the two groups during the test
at T1 and T20. The marked inter-individual difference in FISH group
shows that some animals don’t explore much or not at all their en-
vironment while others have an important exploratory activity. This
important difference between individuals within FISH group can ex-
plain why no significant difference was found. These observations show
the anxiolytic effects of n-3 PUFA has already been explored, indeed,
the study of Mathieu et al. [50]. showed that adult rats deficient in n-3
PUFA, after an early maternal separation, were more anxious and vul-
nerable to stress than others. It appears that n-3 PUFA deficiency could
impair the ability of prematurely separated rats, separated, to control
their fear response. Moreover, n-3 PUFAs would allow a more effective
memorization of learning done 6 months ago during visual dis-
crimination task, by an increased motivation and a decreased anxiety.
Therefore, the increased success rate seems more indicative of an im-
proved motivation or a decreased anxiety (significant decrease in the
number of refusals) rather than an intrinsic improvement in learning or

Fig. 6. Power Spectral Density (PSD), at 18 months of supplementation.
Variation of PSD in 0-50 Hz frequency interval. 3: delta frequency bands
(0-4 Hz), ©: theta frequency bands (4-8 Hz), « : alpha frequency bands
(8-13 Hz), p: beta frequency bands (13-30 Hz), y: gamma frequency bands
(30-50Hz). Results are median * interquartile range. OLIVE, n = 8;
FISH, n = 7. Significant difference between OLIVE and FISH animals are
indicated with * (p < 0.05) and ** (p < 0.005).

+ OLIVE
- FISH
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Fig. 7. Evidence of adult neurogenesis.

A: Representative illustration of neurogenesis in the amygdala, after 21 months of supplementation. The pictures below represent a brain section stained for BrdU and NeuN, and
counterstained with DAPI (fluorescence microscope X200 magnification, scale bar = 40 pm). B: Representative example of neurogenesis in the subventricular zone, after 21 months of

supplementation for control (OLIVE) and FISH groups.

The white arrow indicates a new neuron, and the purple arrow represents a BrdU- neuron.

memorizing abilities (no significant effect on the number of errors).
Cortical activity analysis by EEG allowed to study n-3 PUFA effects
both on sleep-wake rhythms and on the associated frequency waves.
Supplementation causes an increase in the power of alpha (p = 0.008),
beta (p < 0.001) and gamma (p < 0.001) waves, without significant
modification of delta (p = 0.31) and theta (p = 0.06) waves. Theta,
alpha, beta and gamma waves are related to cognitive functions
[45,51-55]. These frequency waves in prefrontal cortex reflect different
aspects of memory (temporal organization for theta waves [56], re-
covery of long-term information for alpha waves [52,53]) and have a
role in decision-making for gamma [50] and beta waves [54]. Indeed,
FISH animals have a higher success rate, showing an improved memory
through supplementation. It may be possible that these increased fre-
quency waves improve the storage of learning and its recovery during
memory exercise. Otherwise, the increase in the power of beta waves,
involved in decision-making process, could explain, at least in part, a
higher success rate in supplemented animals. Moreover, a high theta/
gamma ratio, in human prefrontal cortex, is significantly associated
with a decline in memory [57]. N-3 PUFA supplementation improved
memory in visual discrimination. Thereby the influence of n-3 PUFAs
on cognitive functions is accompanied by frequency wave changes and

so, cortical electricity activity changes. Several studies confirm a neu-
ronal activity improvement in the presence of n-3 PUFAs. This is the
case of a study in humans [52] which highlights an improved neuro-
metabolic coupling (cortical blood oxygen level-dependent (BOLD)
activity) after 6 months of oil fish supplementation. This is also the case
of several rat studies which demonstrate an improved Na+ /K+ -AT-
Pase pump efficiency (responsible for the maintenance of membrane
potentials) [4,58], but also normal synaptic function in monoaminergic
synapses [59]. Our results and these examples demonstrate that n-3
PUFAs are able to modify the transmission of the nerve signal at the
neuronal level. This effect can be achieved by improving membrane
fluidity of lipid bilayer, essential phenomenon in diffusion of the ner-
vous signal, especially for normal functioning of transmembrane pro-
teins and phenomenon of exocytosis [60]. Our results and these ex-
amples show the link between cognition and cortical activity.

Then, we wanted to show the presence of neurogenesis in grey
mouse lemurs and we investigated whether n-3 PUFA supplementation
could have an effect on this process, in brain areas involved in memory,
emotions and sensory functions. This neurogenic activity has been de-
monstrated in the brain of adult primates, including macaques, in the
regions of the olfactory bulb, the SVZ [61] and the hippocampus
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Fig. 8. Total number of newly born neurons (NeuN+ /BrdU+ ) and existing neurons (NeuN +) in various brain areas.
Results are mean *+ SEM, total quantification of different slices for each group. OLIVE, n = 3; FISH, n = 3. Significant difference between OLIVE and FISH animals are indicated with *

(p < 0.05).

[62,63]. This present study is the first one to demonstrate the existence
of this process, in adult grey mouse lemur, and to our knowledge, for
the first time in a prosimian primate [64]. In the regions associated with
memory such as the olfactory bulb and the dentate gyrus, n-3 PUFAs
seem to improve neurogenesis by 27.6 and 28.9% in FISH group com-
pared to OLIVE group. A study shows that in elderly rats, DHA sup-
plementation increases hippocampal neurogenesis demonstrating that
n-3 PUFAs are involved in development and maintenance of learning
and memory by stimulating production of new neurons in the hippo-
campus [6]. The same phenomenon seems to occur in the olfactory bulb
in rats. In the amygdala, this process tends to be different from 8.9% in
supplemented group. In addition, n-3 PUFAs seem to have a strong
effect on neurogenesis in the SVZ (with an improvement of 36.9%),

Table 5

demonstrating the influence of n-3 PUFAs on neurogenesis process, in a
region previously described as highly neurogenic in mammals. Then,
we wanted to know if neurogenesis was more important in the areas
associated with the processing of sensory information such as the au-
ditory and the visual cortex because cognitive tests use the sense of
vision and hearing. The existence of neurogenesis in the adult cortex is
controversial. Indeed, rodent and non-human studies have suggested
that neurogenesis persists in the adult neocortex [65,66]. However,
other studies have not found any cortical neurogenesis under physio-
logical conditions [61,67]. Gould et al. [68], demonstrate that adult-
born neocortical neurons in macaques have a transient existence. In
humans, cortical neurogenesis is restricted to development [69]. The
present data show the presence of neurogenesis in the two groups.

Quantification of total number of newborn (NeuN +/BrdU+) and existing neurons (NeuN +) in various brain areas.

NeuN + /BrdU + NeuN +

OLIVE FISH P OLIVE FISH P
Amygdala 1297.0 + 196.2 1396.0 + 83.6 0.70 2935.7 + 422.7 2847.0 + 195.6 1.00
Auditory Cortex 658.3 + 207.2 965.0 = 40.5 0.40 2483.0 *+ 308.1 3349.3 + 161.1 0.20
Dentate Gyrus 720.7 + 177.9 1397.0 + 33.3 0.10 1358.3 *+ 309.9 2040.3 + 51.3 0.10
Olfactory Bulb 730.3 + 92.5 800.3 + 115.0 1.00 2514.3 + 358.9 21440 + 2849 1.00
Subventricular Zone 730.3 = 211.5 1076.3 + 31.2 0.70 1870.3 + 465.7 2080.7 + 124.7 070
Visual Cortex 886.0 + 81.7 996.3 + 80.7 0.40 2853.0 + 402.2 3267.3 = 357.5 070
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Fig. 9. Proportions of newborn neurons produced (BrdU + neurons) in various brain areas.

Results are mean + SEM, for repeated measurements of different slices for each group. OLIVE, n = 3; FISH, n = 3. Significant difference between OLIVE and FISH animals are indicated

with *** (p < 0.0001).

However, no difference has been shown in the cortex either in the
auditory or the visual cortex between supplemented and OLIVE group.
N-3 PUFAs seem to have no effect on neurogenesis in these cortex areas.
Moreover, in our study, we examined the production of neurons in a
time-window of 2 weeks, during which the cells are still immature. We
did not know the fate of these cells after two weeks. DNA repair, de-
differentiation neuronal and neurogenesis could explain increased in-
corporation of BrdU [70]. It would be interesting to study the time
required for the maturation of neurons in grey mouse lemur, by the
study of neural cells in vitro. A triple-labeling immunohistochemistry
with a marker of neuronal immaturity, doublecortin (DCX), should
allow us to differentiate mature and immature neurons. Indeed,
Goodman et al. [71], showed that new hippocampal neurons having 1
and 2 weeks old did not critically contribute to a learning task but
became later involved in spatial memory. Maturating neurons have
different physiological and morphological properties from mature
neurons [72]. Indeed, during the first week, Espésito et al. [73] showed
that in female C57BL/6 mice, neurons had immature spikes and were
synaptically silent. During the second week after their birth, slow GA-
BAergic synaptic inputs appeared, when neurons exhibited spineless

dendrites. However, glutamatergic inputs and fast GABAergic responses
were detected after 4 weeks. It has been suggested that because of these
properties, immature neurons might be more easily recruited into
spatial memory process networks [74] and recruited to hippocampal
circuits during the updating of stored information [75]. A neuro-
computational model of hippocampal neurogenesis demonstrated that
new neurons enable an important increase in the capacity of this area to
retrieve recent memories [76]. Furthermore, several studies show a
relationship between learning and the number of new neurons. Indeed,
new granular neurons, rare in population of cells within the adult
dentate gyrus appear to be adapted for processing specific experience-
related inputs during learning and for adjusting post-learning processes
like memory consolidation [71]. It showed the importance of new
hippocampal neurons in the memory process during spatial tasks. The
memory is certainly supported by the new neurons in the hippocampus.

Despite the low number of animals (n = 3 in each group), the re-
sults of neurogenesis seem to be very significant. Even though neuro-
genesis was studied during 2 weeks, animals were supplemented during
21 months so a significant number of new neurons have been produced.
Then, our results do not show a formal causal link between behavioral
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improvement and creation of new neurons. These observations are
correlative and it would be necessary to propose tests which are both
behavioral but also functional (functional MRI, measure of the func-
tionality of neural networks by two-photon imaging).

5. Conclusion

We can conclude that improvement of non-cognitive factors like
anxiety and motivation by n-3 PUFAs, can play a role on performances
in cognitive tasks (learning, memory, exploration). N-3 PUFAs tend to
increase the process of adult neurogenesis in areas related to memory
and emotions. We can assume that the establishment of new connec-
tions between existing and new neurons and also synaptic plasticity,
can support improved cognitive performance. Behavioral improvement
is also accompanied by changes of theta, alpha, beta and gamma waves
which are related to memory and decision-making. We can conclude
that n-3 PUFAs could improve cognitive functions through an increase
of neurogenesis, power of alpha, beta and gamma frequency waves,
acting on the control of emotions and memory. These observations
remain correlative. Understanding links between these different factors
is important to explain mechanisms of action of n-3 PUFAs on the main
brain functions.
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Non-human Primate, the Gray Mouse
Lemur (Microcebus murinus)

Julie Royo, Fabienne Aujard and Fabien Pifferi*
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Daily torpor is an energy-saving process that evolved as an extension of non-rapid
eye movement (NREM) sleep mechanisms. In many heterothermic species there is a
relation between torpor expression and the repartition of the different behavioral states
of sleep. Despite the presence of sleep during this period of hypothermia, torpor induces
an accumulation of sleep debt which results in a rebound of sleep in mammals. We
aimed to investigate the expression of sleep-wake rhythms and delta waves during
daily torpor at various ambient temperatures in a non-human primate model, the gray
mouse lemur (Microcebus murinus). Cortical activity was measured with telemetric
electroencephalography (EEG) recordings in the prefrontal cortex (PFC) during the torpor
episode and the next 24 h following hypothermia. Gray mouse lemurs were divided
into two groups: the first group was subjected to normal ambient temperatures (25°C)
whereas the second group was placed at lower ambient temperatures (10°C). Contrary
to normal ambient temperatures, sleep-wake rhythms were maintained during torpor
until body temperature (Tb) of the animals reached 21°C. Below this temperature, NREM
and REM sleep strongly decreased or were absent whereas the EEG became isoelectric.
The different states of sleep were proportional to T, during prior torpor in contrast to
active phases. Delta waves increased after torpor but low Tb did not induce greater delta
power compared to higher temperatures. Our results showed that Tb was a determining
factor for the quality and quantity of sleep. Low Tb might be inconsistent with the
recovery function of sleep. Heterothermy caused a sleep debt thus there was a rebound
of sleep at the beginning of euthermia to compensate for the lack of sleep.

Keywords: gray mouse lemurs, EEG, sleep, torpor, body temperature

INTRODUCTION

Sleep is a regulated recovery mechanism (Tilley et al., 1987; Tononi and Cirelli, 2006), the
timing of which is gated by the circadian clock that modulates its expression according to
endogenous and exogenous factors such as nutritional status or light (Edgar et al, 1993;
Wryatt et al, 1999). This state can be characterized by different behavioral criteria such
as relative inactivity accompanied by a loss of consciousness, reduced responsiveness to
external stimulation, decreased homeostasis and a rapid reversibility (Zimmerman et al., 2008).
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This last point differentiates sleep from coma or anesthesia
(Campbell and Tobler, 1984). Extended wakefulness periods
induce an increase in sleep need related to the duration of
prior wakefulness and this sleep pressure is dissipated during the
next sleep period (Tobler, 2005). Sleep plays an important role
in different processes such as synaptic plasticity and memory
functions (Tononi and Cirelli, 2014) and metabolic functions
and energy balance (Schmidt, 2014). The amount and nature
of sleep is vary according to age, size and ecological factors
(Siegel, 2005). In mammals, sleep is divided into two broad types:
non-rapid eye movement (NREM) and rapid eye movement
(REM) sleep (Rial et al., 2010; Roebuck et al., 2014). These
two types of sleep occur alternatively in cycles throughout the
night (Tobler, 1995). During NREM sleep, biological functions,
such as metabolism, are reduced, and energy is allocated to
repair cellular damages, transform recently encoded neuronal
memory representations for integration into long-term memory
and reorganize neural networks (Tononi and Cirelli, 2003,
2014; Palchykova et al, 2006; Aton et al, 2009; Rasch and
Born, 2013; Schmidt, 2014; Spaeth et al, 2015). In contrast,
REM sleep is characterized by important cerebral activity as
the brain is in a waking state and appears to perform select
brain functions after the recovery process (Vyazovskiy and
Delogu, 2014) and stabilize transformed memory (Rasch and
Born, 2013). Sleep can reduce the cumulative energy demands
and cellular stress produced by wakefulness but it can also
allocate daily energy use more efficiently (Schmidt, 2014).
Indeed, during sleep, energy resources are preferentially allocated
to biological mechanisms (i.e., growth, immune functions
or cellular repair), contrary to wake processes, important
consumers of energy, which are inhibited (i.e., vigilance, foraging
or reproduction). These different findings show that sleep is an
energy-saving mechanism.

When faced with harsh environmental conditions, many
endothermic species exhibit a seasonal heterothermy, which is
usually divided into two types: daily torpor, lasting less than
24 h, and hibernation, lasting more than 24 h (Génin and
Perret, 2003; Geiser, 2011, 2013; Ruf and Geiser, 2015). These
mechanisms are composed of different states (Kilduff et al., 1993;
Heldmaier et al., 2004). First, the entrance into heterothermy
causes a rapid reduction in metabolic rate, which precedes a
decrease in body temperature (Tb). Then, deep hypometabolism
can be maintained for several hours (daily torpor) to several
weeks (hibernation). This state is achieved by induced metabolic
inhibition during the entrance into heterothermy but also by the
slowdown of metabolic reactions through the thermodynamic
effect of hypothermia. Finally, the event is terminated by an
arousal that depends on the activation of non-shivering or
shivering thermogenesis (Cannon and Nedergaard, 2004), and
animals rapidly raise their body temperature to euthermic levels
(Ortmann and Heldmaier, 2000; Heldmaier et al., 2004). The
energy-savings obtained by daily torpor and hibernation are on
the order of approximately 60-70 and 90% (Ruf and Geiser,
2015), respectively.

Heterothermy seems to have the appearance of sleep:
sleep-like posture and a reduction in locomotor activity and
Tb (Heller and Ruby, 2004). However, this process has an

impact on the sleep-wake cycle, especially on NREM and REM
sleep. Several electroencephalographic (EEG) studies have shown
that heterothermy in animals typically starts through NREM
sleep (Florant et al., 1978; Walker et al., 1979; Berger, 1984;
Deboer and Tobler, 1994). Similar to hibernation, the time spent
in REM sleep is reduced or absent at a Tb below 21-25°C
(Krilowicz et al., 1988; Strijkstra et al., 1999). EEG studies
in hibernators demonstrate that hibernation is characterized
by recurring bouts of heterothermy interrupted by euthermic
periods of NREM and REM sleep suggest that a sleep debt
accumulates during hibernation (Daan et al., 1991; Trachsel et al.,
1991; Kilduff et al., 1993; Strijkstra and Daan, 1997; Palchykova
et al,, 2002). These results suggest that euthermy is necessary
for REM sleep and that the occurrence of NREM sleep seems
to be correlated with metabolic rate and Tb (Krystal et al,
2013). The arousal episodes may be necessary to induce sleep
processes. Moreover, previous studies in Djungarian hamsters
show that hypometabolism is followed by a period of sleep
(Deboer and Tobler, 1994; Vyazovskiy et al., 2017). Contrary to
REM sleep, the time spent in NREM sleep increases with the
prior heterothermy duration (Strijkstra and Daan, 1997). It is
noteworthy that the effects of hypometabolism are similar to
those observed after sleep deprivation (Deboer and Tobler, 1994;
Vyazovskiy et al., 2017). Indeed, after the emergence from daily
torpor, animals show a rebound of sleep, which is explained by
the accumulation of a sleep debt, suggesting that torpor and
hibernation might be inconsistent with the recovery function
of sleep.

Sleep-wake rhythm was also characterized by the level of
delta waves (0.5-4 Hz) during NREM sleep (Borbély and
Achermann, 1999; Borbély et al., 2016). This EEG indicator
during NREM sleep was proportional to the prior duration
of the wake state (Heller and Ruby, 2004). Indeed, it were
higher at the beginning of the euthermic period and then,
it gradually decreased during the late stages of arousal. In
Djungarian hamsters, during the first hour after emergence,
animals entered a NREM sleep characterized by an increase
in delta waves (Vyazovskiy et al, 2017). It has been proposed
that the role in delta waves may reflect recovery processes
typically associated with sleep (Vyazovskiy et al., 2017). Different
hypotheses try to explain the cause of the increase of delta
waves following torpor arousal, but they are debated: the
thermoregulatory hypothesis (Garcia-Allegue et al., 1999), the
brain energy hypothesis (Galster and Morrison, 1975; Nizielski
et al., 1989; Nestler, 1991; Benington and Heller, 1995) and
the synaptogenesis hypothesis (Popov and Bocharova, 1992;
Strijkstra et al, 2003; Arendt and Bullmann, 2013; Horowitz
and Horwitz, 2019). The most convincing hypothesis is that the
changes in delta waves after hypothermia would be associated
with structural changes at the neuronal network level (Arendt
and Bullmann, 2013; Horowitz and Horwitz, 2019). Studies
have shown that during NREM sleep, neurons alternate between
periods of depolarization and hyperpolarization (Steriade et al.,
1993; Vyazovskiy et al., 2009), which are correlated with
delta power (Vyazovskiy et al., 2009). Neuronal populations
tend to be more frequently inactive during NREM sleep
after torpor due to an overall decrease in network activity
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(Sanchez-Vives and McCormick, 2000; Haider et al, 2006).
Hypothermia would cause a loss of neuronal connections,
which would be restored by an increase in delta waves during
euthermia (Larkin and Heller, 1998; Strijkstra and Daan, 1998).
During deep torpor, ground squirrels showed a reduction in
hippocampal dendritic connections (Ruediger of al, 2007; von
der Ohe et al, 2007}, and these connections were restored
within 2 h after arousal (Popov and Bocharova, 1992; von
der Ohe et al, 2006). Sleep after hypothermia was a model
to investigate the activation mechanisms of neuronal networks
and could be a possible interpretation of torpor effects on
sleep-wake rhythms.

The goal of this study was to investigate the relation between
daily torpor and the expression of sleep at various ambient
temperatures in a heterotherm non-human primate exhibiting
seasonal daily hypometabolism. The study was performed in the
gray mouse lemur {(Microcebus murinus), a nocturnal primate,
endemic to Madagascar, weighing between 60 and 120 g, with
a lifespan of 8-10 years in captivity (Languille et al, 2012).
This species exhibits different adaptive strategies to survive
the 6 months of the dry season. During this season, animals
spontancously enter into daily torpor to save energy (Génin
and Perret, 2003; Giroud et al,, 2008; Canale ot al, 2011).
We hypothesized that daily torpor disrupts sleep, limiting its
recovery function and that the accumulation of a sleep debt
causcs a rebound of sleep after a torpar bout. To test this
hypothesis, we examined the impact of torpor on sleep-wake
thythms in gray mouse lemurs using EEG in the prefrontal
cortex (PFC) during episodes of hypothermia compared to
normothermia at different ambient temperatures (25°C and
10°C). Then, we investigated the impact of hypothermia on
delta waves during torpor bouts and during the subsequent
euthermic periods.

MATERIALS AND METHODS
Animals and Housing Conditions

Six male gray mouse lemurs (M. murinus) born and raised in
the labaratory colony of UMR 7179 (CNRS/MNHN, France,
license approval n® A91.114.1) were studied. All experimental
procedures were approved by the ethical committee “Comité
d'éthique Cuvier” (authorization n°68-018). Animals were
maintained in individual cages with branches and wooden
nests at constant temperature (24-26°C) and relative humidity
(55%). In the housing environment, gray mouse lemurs were
handled during the winter-like short day length photoperiod
(10:14 h light:darkness). Animals were fed fresh fruits and a
mixture of cereals, water, banana milk and eggs prepared daily
in the laboratory.

EEG Recording Set up and Surgery

A wireless telemetry system (Data Science International, DSI,
St. Paul, MN, USA} was used to collect physiological data such
as locomotor activity, Th, EEG and EMG signals for extended
periods of time while animals were left undisturbed in their
cages. The setup consisted of implanted electrodes (silicon
elastomer insulated stainless steel wires, @ 0.3 mm), a radio
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transmitter (PhysioTelF20-EET, DSI), and a receiver plate placed
below the cage and connected to a personal computer running
the data acquisition software Dataquest Lab Pro v.3.0. (DSI).
Tb (resolution: 0.05°C), locomotor activity, EEG and EMG
signals (500 Hz sampling rate) were simultancously acquired for
cach animal.

Surgical implantations were conducted in conditions of
sterility, under veterinarian supervision. The surgical procedure
was previously described in several references (Pifferietal, 2012;
Rovo et al., 2018). The epidural electrode tips were placed over
the PFC {2-3 mm from the midline and 7.5 mm anterior to the
interneural line, corresponding to the transversal section shown
in plate 33 of the "Stereotaxic atlas of the brain gray mouse
lemur” Bons et al, 1998}, and EMG clectrode wires were placed
on the neck muscles with a non-absorbable polyamine suture. At
the end of surgery, an anti-inflammatory drug was administered
subcutaneously {meloxicam, 0.2 mg/kg).

After surgery, the animals returned to their individual
cages. The day after surgery, a subcutaneous injection of
painkiller and anti inflammatory drug (meloxicam, 0.2 mg/kg)
was administered. Each day, the recovery of Tb, locomotor
activity, EEG signal stabilization and body weight were checked.
At least 4 days were allowed for recovery before the beginning
of recordings. The implant was removed 2-3 weeks after the
first surgery.

Experimental Protocol

Four animals were maintained at constant temperature
(24-26°C), whereas two gray mouse lemurs were subjected
to a varation of ambient temperature. They were acclimated to
the experimental device for 5 days at 23°C and then exposed to
a cold environment (17 days at 10°C). The ambient temperature
gradually increased until the end of the study. Gray mouse
lemurs exhibiting torpor bouts with Tb <33°C (Génin and
Perret, 2003; Canale et al., 2011) were selected for EEG analysis.
Torpor was characterized by minimum Tb (Tbuy, in *C)
and torpor bout duration (Dyypar, in min). Then, to compare
torpor to non-torpid conditions at 25°C, a day withoult torpor
in the same animal, the day before at the same time period,
served as control {pre-torpor condition).To determine the
impact of torpor on the sleep-wake cycle and sleep rebound,
three conditions were analyzed: pre-torpor, during torpor and
post-torpor.

EEG Data Analysis

EEG, EMG and Tb signals were continuously acquired for
12-13 consecutive days. Behavioral states were scored by visual
inspection of the signals in 10-s epachs to determine the periods
of activity, with the aid of the Neuroscore software v.2.1. (Data
Science International), over a period corresponding to the day
with an episode of torpor and the control day in the same animal
corresponding to the day without a torpor bout. The following
behavioral states were discriminated {Grigg-Damberger, 2012);
NREM sleep, REM sleep, quiet wake (W} and active wake (A;
Supplementary Figure S1). The waking state was characterized
by a low-amplitude, high-frequency EEG pattern and phasic
EMG activity (Supplementary Figures S1A,B). During REM

Saptember 2018 | Vioume 13 Artca 87

201



Royo et al.

sleep, the EEG pattern was similar to waking state but there was a
muscular atony (Supplementary Figure S1C). First, an approach
to study NREM phases in all animals allowed us to observe
the existence of only two phases of NREM sleep in gray mouse
lemur NREM 1 and NREM 2 (Supplementary Figures S1D,E).
NREM 1 is the lightest stage of sleep, characterized by slowed
frequency, an increased amplitude of the EEG pattern compared
to the waking state and low EMG activity. NREM 2 represents a
deeper sleep characterized by the occurrence of high-amplitude
slow-waves, low EMG activity and the presence of K-complexes
and sleep spindles that are signs of progression into sleep (De
Gennaro and Ferrara, 2003; De Gennaro et al., 2005; Bellesi et al.,
2014). At Tb below 21°C, EEG became isoelectric, which and
this change characterized by a complete loss of cortical electrical
activity in EEG recordings (Supplementary Figure S1F).

Delta power analysis was performed on the EEG data with
custom MATLAB scripts (The MathWorks Inc., Natick, MA,
USA) based on the Welch method with a 0.1 Hz frequency
resolution over the 0.5-4 Hz range. The total duration of each
episode for different conditions (control, torpor, pre-torpor and
post-torpor) was analyzed. Delta power data were subjected to
decimal logarithm transformation.

Statistical Analysis

All data were analyzed with R (version 3.5.2.) and were
expressed as median =+ interquartile range. We started by
extracting some parameters from the torpor: Tbyin and Diorpor-
To determine the relationship between parameters, we used
Pearson’s correlation. The two groups of torpor were compared
with Student’s t-tests with a Welch correction. All data of
vigilance state distribution were analyzed with a linear mixed
model for repeated measures with “animal” and “torpor” or
“ambient temperature” (control/torpor group) factors. First,
we scored vigilance state repartition during 24 h by visual
inspection. Then, a separation of data was made to study daytime
and nighttime. Finally, we performed statistical analysis on
vigilance state distribution during the episode of torpor and the
post-torpor period at 25°C and 10°C compared to the control
and pre-torpor conditions. We analyzed the groups by pairwise
comparisons (Control/Pre-torpor conditions vs. Torpor/Post-
torpor conditions at 25°C; Control/Pre-torpor conditions vs.
Torpor/Post-torpor conditions at 10°C; Torpor/Post-torpor
conditions at 10°C vs. Torpor/Post-torpor conditions at 25°C).
Then, Spearman’s correlation was performed to determine the
effect of Tbyin on each behavioral state during each time period.
Outliers for each sleep-wake phase were identified with Dixon’s
Q test and the values for the entire event were rejected.

RESULTS

Torpor Features

All torpor episodes were analyzed to investigate the relationship
between Tbpi, during torpor and Diorpor (Figure 1). During
torpor at 25°C, the median Tby,;, was 28.8°C =+ 5.8 and ranged
from 24.4 to 32.5°C. Torpor bouts lasted between 24.7 and
375 min with a median Digmpor of 213.5 min 4 156.2. At
10°C, torpor was deeper with a median Tby,, of 17.4°C + 6.8
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FIGURE 1 | Torpor features. Relationship between minimum body
temperature (Tbyy,) and duration of torpor bouts (Dyomper). Each symbol
represents an episode of torpor (25°C: black circle; 10°C: gray triangle). The
straight line depicts the linear regression line. R- and p-values: Pearson’s
correlation (25°C: n = 4, number of events = 13; 10°C: n = 2, number of
events = 9).

(t = 3.74, df = 10.40, p = 0.004) and longer with a median
Drorpor of 432.5 min =+ 343.2 (t = 2.68, df = 9.65, p = 0.02).
At low ambient temperature, Tby, ranged from 13.9 to
32.5°C, and episodes lasted between 65 and 746 min. There
was a significant correlation between Tbpiy and Digrpor (25°C:
2 =0.88,p < 0.0001; 10°C: r* = 0.69, p = 0.006): the longer torpor
lasted, the deeper it was.

Effects of Torpor on Behavioral States

In a qualitative analysis of the relationship between torpor and
behavioral states, we compared sleep-wake cycles before, during
and after a torpor bout. In pre-torpor conditions, we observed an
alternation between active and sleep phases without the presence
of an isoelectric state (Figure 2A). This fragmentation of activity
was also shown in post-torpor conditions (Figure 2D). The
majority of torpor bouts started with NREM sleep and ended
with wake (Figure 2B). A period of wake generally preceded the
rise in Tb. Sleep-wake rhythms were clearly maintained during
torpor. At an ambient temperature of 10°C, animals spent most
of their time in NREM sleep (Figure 2C). However, when their
Tb decreased below 21°C, their EEG became isoelectric.

In a quantitative analysis, we analyzed the sleep-wake cycle
during torpor (Figure 3A, Tables 1, 2). At 25°C, no difference
in sleep-wake rhythms was observed between torpor and
control conditions for the same duration as the episode of
torpor. However, when animals were subjected to low ambient
temperature (10°C), NREM2 sleep was significantly reduced,
while the isoelectric state was increased. Moreover, Spearman’s
correlation results suggested that the lower the Tby,, was, the
lower the NREM and REM sleep and the higher the isoelectric
state (Table 3).

Then we tried to identify how torpor could affect behavioral
states after hypothermia during active and rest periods
(Figures 3B-D, Tables 4-12). During the remaining light
period following torpor, we observed a significant increase
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FIGURE 2 | Body temperature and behavioral states during a torpor bout.
Time course of body temperature (Tb, red curve) and behavioral states (in
blue) during the pre-torpor period (A), the 4.5-h torpor at 25°C (B), the 12.5-h
torpor at 10°C (C) and the post-torpor period (D) in an individual animal. Gray
and white rectangles indicate night (dark) and day (light) during periods. The
two dotted lines correspond to the threshold value of torpor (33°C) and the
Tb value below which the electroencephalography (EEG) is isoelectric (21°C).

in quiet wake after hypometabolism compared to pre-torpor
conditions (Figure 3B, Tables 4, 5). REM and NREM1 sleep
were significantly decreased in the post-torpor period at
25°C compared to pre-torpor conditions. No difference was
observed in active wake state, REM sleep or NREM sleep
among post-torpor at 10°C, post-torpor at 25°C and pre-torpor
conditions. Tby,, during torpor did not have an impact on
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behavioral states (Table 6). During the night period following
hypothermia, torpor at 25°C did not induce differences
regardless of sleep-wake state in animals in comparison to the
pre-torpor period (Figure 3C, Tables 7, 8). Lower ambient
temperature (10°C) induced significantly decreased activity and
increased NREM and REM sleep. When torpor was deeper,
the active wake state tended to be reduced and NREMI sleep
tended to predominate (Table 9). Then, the effects of torpor
the day after hypothermia were tested to identify potential
sleep rebounds (Figure 3D, Tables 10-12). Torpor did not
induce a difference the day after in the active state, while
NREM2 sleep was significantly reduced regardless of ambient
temperature conditions in comparison to the pre-torpor period
(Tables 10, 11). At 25°C, we observed a significant increase in
NREMI1 sleep between post-torpor and pre-torpor conditions.
After torpor at 10°C, there was an increased isoelectric state
when we compared this condition and post-torpor at 25°C or
pre-torpor conditions. Indeed, Spearman’s correlation results
showed that Tby,;, induced a decrease in NREM2 sleep and an
increase in isoelectric state (Table 12).

Effects of Torpor on Delta Waves

All torpor bouts were analyzed to compare the impact of
hypothermia on delta waves (Supplementary Figure S2A,
Supplementary Table S1A). During torpor, no difference
was observed in the frequency bands between 0.5 and 4 Hz
regardless of the conditions. Then, we compared the delta power
during the pre-torpor and post-torpor conditions to determine
the sleep need caused by hypothermia (Supplementary
Figures S2B-D, Supplementary Tables S1B-D). During the
remaining light period following hypothermia, we observed a
significant increase in delta waves during post-torpor at 25°C
compared to pre-torpor conditions (Supplementary Figure
S1B, Supplementary Table S1B). There were no differences
between the post-torpor at 10°C group and the pre-torpor
group. Low ambient temperatures (10°C) induced a significant
decrease in delta activity in comparison to higher temperatures
(25°C). During the night period following a torpor bout, delta
waves at 10°C were significantly lower compared to those during
pre-torpor (between 0.8 and 4 Hz) and post-torpor at 25°C
(Supplementary Figure S2C, Supplementary Table S1C). No
difference was observed in delta power between pre-torpor and
post-torpor at 25°C. Then, the impact of hypothermia the day
after a torpor bout was also tested (Supplementary Figure S1D,
Supplementary Table S1D). There were no differences between
the post-torpor (10°C and 25°C) and pre-torpor conditions. At
25°C, delta waves were significantly higher between 0.5 and 2 Hz
than those of post-torpor at 10°C.

DISCUSSION

Since several studies suggest that species that perform torpor
are deprived of NREM and REM sleep (Harris et al., 1984;
Deboer and Tobler, 1994; Krystal et al., 2013), we hypothesized
here that daily torpor in the gray mouse lemur disrupts sleep,
limiting its recovery function, and that the accumulation of
a sleep debt causes a rebound of sleep after a torpor bout.
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To test this hypothesis, we examined the impact of torpor on
sleep-wake rhythms in gray mouse lemurs using EEG in the
PFC during episodes of hypothermia and compared it to that
of normothermia at different ambient temperatures (25°C and
10°C). As in other heterotherms (Harris et al., 1984; Deboer
and Tobler, 1994; Krystal et al., 2013), our results indicate that
gray mouse lemurs do sleep during torpor episodes at 25°C. In
addition, the presence of sleep during torpor does not necessitate
sleep rebound in the hours or day following hypometabolism.
However, low Tb disrupts the sleep-wake cycle causing a sleep
debt after torpor.

The EEG analysis of behavioral states before, during and after
torpor episodes in gray mouse lemur clearly indicates that, at
25°C, this species exhibits both NREM and REM sleep during
torpor episodes, with no difference in sleep phases between
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torpor bouts and control periods. More specifically, animals
spend close to 75% of the torpor period in the two stages of
NREM sleep (Figure 3A, Tables 1, 2), which is statistically similar
to the value for the corresponding control condition (non-torpid
period). Torpor also includes REM sleep stages (~5% of total
torpor duration, which is also statistically similar to the value
for the control condition). Moreover, Tb has an impact on sleep.
When animals are exposed to a cold environment (10°C), NREM
and REM sleep decrease during torpor whereas the isoelectric
state appears (Table 3).

Moreover, it has been shown in several heterotherms that
torpor caused a sleep debt proportional to the prior torpor
duration (Strijkstra and Daan, 1997). Here, we demonstrated
that in the gray mouse lemur, no sleep rebound was observed
after the arousal from torpor bouts and that animals were
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TABLE 1 | Behavioral state distribution during torpor episodes (at 25°C and
10°C) and the comresponding control periods.

TABLE 5 | Mixed-model results during the light period following a torpor bout
(Post-torpor at 25°C and 10°C) and the corresponding control period (pre-torpor).

Control Torpor at 25°C Torpor at 10°C
A 133+ 11.8 123 £ 1241 18.5+ 10.8
w 75+56 4.1 + 341 41 +7.8
REM 6.4 +54 40+115 1.2+39
NREM1 125+ 3.0 9.9+59 46+5.4
NREM2 53.9+14.3 63.8 + 13.5 23.6 + 225
Isoelectric 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0 49.7 + 55.6

Values are expressed as median (%) =+ interquartiie range (Control and Torpor at 25°C:
n =4, number of events = 11; Torpor at 10°C: n = 2, number of events = 9).

TABLE 2 | Mixedmodel results during torpor episodes (at 25°C and 10°C) and
the comresponding control periods.

Torpor at 10°C Torpor at 25°C
t p-value t p-value
Control A 0.46 0.65 —-0.41 0.68
w 0.52 0.60 —0.01 0.99
REM —0.44 0.66 -0.18 0.86
NREM1 —-1.61 0.11 —1.06 0.29
NREM2 -3.82 <0.001 0.62 0.53
Isoelectric 245 0.01 NA NA
Torpor at 25°C A -0.57 0.57
W —-0.12 0.91
REM —-0.16 0.87
NREM1 0.68 0.49
NREM2 2.91 0.04
Isoelectric —245 0.01

Control and Torpor at 25°C: n = 4, number of events = 11; Torpor at 10°C: n = 2, number
of events = 9.

TABLE 3 | Spearman’s correlation results on the effect of minimum body
temperature during torpor (Tbyin) and behavioral state distribution on torpor
episodes (at 25°C and 10°C) and the corresponding control periods.

rs p-value
A -0.20 0.30
w 0.14 0.47
REM 0.33 0.08
NREM1 0.59 <0.001
NREM2 0.42 0.02
Isoelectric —0.65 <0.001

Control and Torpor at 25° C: n = 4, number of events = 11; Torpor at 10°C: n =2, number
of events = 9.

TABLE 4 | Behavioral state distribution during the light period following a torpor
bout (post-torpor at 25°C and 10°C) and the corresponding control period
(pre-torpor).

Pre-torpor Post-torpor at 25°C Post-torpor at 10°C
A 129+ 116 172+ 4.3 15.8 + 121
W 6.1+68 88+ 6.2 14.1 + 141
REM 84+72 41+ 45 6.4+ 82
NREM1 11.6+26 13.7+ 45 109 + 6.3
NREM2 57.6+86 536+ 7.2 52.9 + 141
Isoelectric 0.0+0.0 0.0+ 0.0 0.0+ 0.0

Values are expressed as median (%) =+ interquartile range (pre-torpor and post-torpor at
25°C: n = 4, number of events = 12; Post-torpor at 10°C: n = 2, number of events = 8).

even more active. Indeed, during the day following torpor,
quiet wake increased (+44.3%), whereas REM sleep decreased
(—51.2%; Figure 3B, Tables 4, 5). No differences were
observed in the proportion of active and sleep phases between

Post-torpor at 10°C  Post-torpor at 25°C

t p-value i p-value

Pre-torpor A 0.27 0.79 0.96 0.34

w 3.40 <0.001 2.40 0.02

REM —1.39 0.17 -3.96 <0.0001

NREM1 0.15 0.88 2.96 0.003

NREM2 —-0.95 0.34 -1.35 0.18

Isoelectric  NA NA NA NA
Post-torpor at 25°C A 0.84 0.40

w —2.27 0.02

REM 0.09 0.93

NREM1 0.51 0.61

NREM2 0.26 0.79

Isoelectric  NA NA

Pre-torpor and post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 12; post-torpor at 10°C:
n =2, number of events =8.

TABLE 6 | Spearman’s correlation results on the effect of minimum body
temperature during torpor (Tbyin) and behavioral state distribution on the light
period following a torpor bout (post-torpor at 25°C and 10°C) and the
corresponding control period (pre-torpor).

rs p-value
A —-0.09 0.64
W —-0.21 0.27
REM 0.14 0.47
NREM1 -0.09 0.64
NREM2 0.17 0.37
Isoelectric NA NA

Pre-torpor and post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 12; post-torpor at 10°C:
n =2, number of events =8.

TABLE 7 | Behavioral state distribution during the night period (14 h) following a
torpor bout (post-torpor at 25°C and 10°C) and the corresponding control period
(pre-torpor).

Pre-torpor Post-torpor at 25°C Post-torpor at 10°C
A 58.3 + 33.6 54.6+15.9 16.5 +£11.7
w 134 + 84 11.7+54 17.1 £120
REM 24+29 15+19 42 +£1.7
NREM!1 7.5+ 59 95+54 144 £3.9
NREM2 13.5 4+ 20.9 21.8+105 46.4 £12.9
Isoelectric 00+00 0.0+0.0 0.0+0.0

Values are expressed as median (%) =+ interquartile range (Post-torpor at 25°C: n = 4,
number of events = 12; post-torpor at 10°C: n = 2, number of events = 9; pre-torpor:
n = 4, number of events = 13).

pre-torpor and post-torpor conditions during the first night
after torpor (Figure 3C, Tables 7, 8). However, at low ambient
temperature, gray mouse lemurs are less active than during
pre-torpor (—71.7%) and post-torpor at 25°C (—69.8%), whereas
NREM?2 sleep increased (pre-torpor: +70.9%; post-torpor 25°C:
+53.0%). NREM1 sleep tended to be correlated with Tbpin,
and prior torpor duration and active wake state were inversely
proportional to torpor factors (Table 9). Finally, at 25°C, the next
day period showed that gray mouse lemurs spent less time in
NREM2 sleep (—29.1%), confirming the absence of sleep debt
due to torpor (Figure 3D, Tables 10, 11). However, gray mouse
lemurs subjected to low ambient temperatures exhibited very
long-lasting torpors explaining the presence of isoelectric EEG
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TABLE 8 | Mixed-model results during the night period (14 h) following a torpor
bout (post-torpor at 25°C and 10°C) and the corresponding control period
(pre-torpor).

TABLE 11 | Mixed-model results during the light period (10 h) the day after a
torpor bout (post-torpor at 25°C and at 10°C) and the corresponding control
period (pre-tompor).

Post-torporat 10°C  Post-torpor at 25°C

Post-torpor at 10°C  Post-torpor at 25°C

t p-value t p-value t p-value t p-value

Pre-torpor A —4.25 <0.0001 -0.02 0.98 Pre-torpor A -0.38 0.71 1.03 0.30

w 1.22 0.22 0.09 0.93 W —-0.24 0.81 1.10 0.27

REM 3.83 <0.001 —1.08 0.28 REM 0.84 0.40 1.43 0.15

NREM1 2.61 0.009 0.57 0.57 NREM1 —-1.29 0.20 2.01 0.04

NREM2 3.86 <0.0001 -0.25 0.80 NREM2 —-2.27 0.02 —2.45 0.01

Isoelectric  1.08 0.28 NA NA Isoelectric  2.91 0.003 NA NA
Post-torpor at 25°C A 4.98 <0.0001 Post-torpor at 25°C A 1.40 0.16

w —-1.39 0.16 W 1.10 0.27

REM -3.68 <0.001 REM 0.15 0.88

NREM1 -3.75 <0.001 NREM1 1.21 0.22

NREM2 —4.53 <0.0001 NREM2 0.77 0.44

Isoelectric —0.74 0.46 Isoelectric —2.52 0.01

Post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 12; post-torpor at 10°C: n = 2, number
of events = 9; pre-torpor: n = 4, number of events = 13.

Post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 11; post-torpor at 10°C: n = 2, number
of events = 8; pre-torpor: n = 4; number of events = 12.

TABLE 9 | Spearman’s correlation results on the effect of minimum body
temperature (Tby,,) during torpor and behavioral state distribution on the night
period (14 h) following a torpor bout (post-tompor at 25°C and 10°C) and the
corresponding control period (pre-torpor).

TABLE 12 | Spearman’s correlation results on the effect of minimum body
temperature during torpor (Tb,,,) and behavioral state distribution on the light
period (10 h) the day after a torpor bout (post-torpor at 25°C and at 10°C) and
the corresponding control period (pre-torpor).

rs p-value rs p-value
A 0.34 0.06 A —-0.04 0.84
w -0.18 0.33 w 0.19 0.33
REM -0.15 0.42 REM —-0.07 0.71
NREM1 -0.35 0.05 NREM1 —0.08 0.70
NREM2 -0.27 0.14 NREM2 0.42 0.02
Isoelectric -0.28 0.12 Isoelectric —0.42 0.02

Post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 12; post-torpor at 10°C: n = 2, number
of events = 9; pre-torpor: n =4, number of events = 13.

TABLE 10 | Behavioral state distribution during the light period (10 h) the day
after a torpor bout (post-torpor at 25°C and at 10°C) and the corresponding
control period (pre-torpor).

Pre-torpor Post-torpor at 25°C Post-torpor at 10°C
A 14.8 + 6.7 18.2 + 145 143+ 9.2
W 53+ 6.2 8.7 +£83 52+ 32
REM 43+25 88 +6.7 6.2+78
NREM1 94+ 20 116 +£29 8.4+ 109
NREM2 62.2 + 1563 482 +13.3 44.4 4+ 453
Isoelectric 00+00 0.0+ 0.0 9.8+ 55.8

Values are expressed as median (%) + interquartile range (post-torpor at 25°C: n = 4,
number of events = 11; post-torpor at 10°C: n = 2, number of events = 8; pre-torpor:
n =4, number of events = 12).

and the decrease in NREM2 sleep even during the following day
(the animals were still in torpid state; Table 12).

In hibernating species, the sleep debt is balanced by specific
mechanisms (Daan et al., 1991; Trachsel et al., 1991; Strijkstra
and Daan, 1997; Krystal et al., 2013; Schmidt, 2014; Blanco et al.,
2016; Vyazovskiy et al., 2017). Hibernating animals perform
periodic spontaneous elevations of their Tb, which coincide
with the euthermic periods of NREM and REM sleep (Daan
et al, 1991; Trachsel et al., 1991). This warming, necessary
for animal sleep, allows us to see that Tb has an important
role in the recovery function of sleep (Deboer and Tobler,
1994). For other species, this sleep debt was reflected by a

Post-torpor at 25°C: n = 4, number of events = 11; post-torpor at 10°C: n = 2, number
of events = 8; pre-torpor: n = 4; number of events = 12.

sleep rebound characterized by an increase in the duration and
intensity of NREM sleep and a decrease in REM sleep after
arousal from torpor bouts (Strijkstra and Daan, 1997; Schmidt,
2014; Vyazovskiy et al., 2017). Several studies demonstrated that
hibernation in Cheirolageus showed characteristics in common
with non-primate hibernators (Daan et al., 1991; Trachsel et al,
1991; Strijkstra and Daan, 1997; Blanco et al., 2016). These
hibernating primates did not sleep during heterothermy but
REM and NREM sleep occurred during euthermic periods
(Krystal et al., 2013; Blanco et al., 2016). These different results
showed that torpor was incompatible with the recovery function
of sleep, exhibiting effects similar to those observed after sleep
deprivation (Deboer and Tobler, 1994). Animals had to emerge
from torpor to be able to fulfil this sleep function. Mouse lemurs
did not need to fill a sleep debt because during torpor, sleep
achieved its recovery function at 25°C. We can assume that
the animals have a deeper and perhaps more effective sleep
compared to that in the control condition. Gray mouse lemurs
maintain normal circadian rhythms during torpor, which could
explain the lack of differences between periods with and without
torpor. However, when faced with harsh temperatures, torpor
induced sleep rebound after the arousal. Gray mouse lemurs had
characteristics similar to other species using this energy-saving
strategy. Our results showed that Tb was a determining factor for
the quality and quantity of sleep.
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Sleep during torpor or hibernation seems to be linked
to the Tb reached during hypothermia bouts. Studies in
golden-mantled ground squirrels (Callospermophilus lateralis)
indicate that when hibernation is performed at relatively warm
body temperature (22°C), animals do sleep (Walker et al,
1981). When Tb decreases below 21°C, brain activity becomes
incompatible with the expression of sleep (Krilowicz et al,
1988; Daan et al., 1991). Such observations suggest that the
presence of sleep during hypometabolism is driven by core
body (and more specifically brain) temperature. Studies in
C. medius, a hibernating primate belonging to the same family
of cheirogaleids as mouse lemurs, have demonstrated that the
presence of sleep during hibernation in this species also depends
on Tb. During hibernation at low Tb (down to 10-15°C in
this case), NREM sleep is absent in C. medius (Krystal et al,
2013). Since body temperature seems to drive the expression of
NREM sleep during torpor, it might explain why gray mouse
lemurs do sleep during torpor when their Tb are above 21°C
whereas they do not sleep below 21°C. When faced with extreme
conditions (10°C), animals adapted themselves by drastically
reducing their Tb. To conclude, we determined that Tb below
21°C was inconsistent with the recovery function of sleep in M.
murinus. Animals were in a reversible isoelectric state that was Tb
dependent, and this state explained the presence of sleep rebound
after torpor.

Here, we investigated for the first time the changes in delta
waves caused by hypothermia in gray mouse lemurs. We found
that delta waves were not modified by torpor (Supplementary
Figure S2A, Supplementary Table SIA). Moreover, torpor
induced disturbances after arousal (Supplementary Figures
S2B-D, Supplementary Tables S1B-D). Indeed, during the
day following torpor, at low ambient temperatures, gray mouse
lemurs presented a lower delta activity compared to that in
post-torpor at 25°C and pre-torpor conditions (Supplementary
Figure S2B, Supplementary Table S1B). No differences were
observed in delta power between pre-torpor and post-torpor
conditions during the first night after torpor (Supplementary
Figure S2C, Supplementary Table S1C). However, at low
ambient temperature, gray mouse lemurs showed a decrease in
delta waves compared to those at pre-torpor and post-torpor
at 25°C. Finally, delta waves were lower at low temperatures
in comparison to post-torpor at 25°C (Supplementary Figure
S2D, Supplementary Table S1D). One possible interpretation
of these results is that torpor tends to change delta waves,
reflecting changes in neuronal activity (Vyazovskiy et al., 2009).
Several studies showed that during hibernation, different brain
areas have reduced neuronal connectivity (Popovand Bocharova,
1992; Hut et al., 2002). Indeed, in hibernating species, synaptic
changes were associated with cyclic changes in the density of
synaptic vesicles and proteins mediating the rapid rebuilding
of dendritic spines and synapses during arousal (von der Ohe
et al., 2007; Arendt and Bullmann, 2013). After torpor, a higher
delta power was observed, explained by an increase in synaptic
strength (Vyazovskiyand Harris, 2013; Tononi and Cirelli, 2014).
In this study, we observed that delta waves increased after
torpor, but our results showed that low Tb did not induce
greater delta power compared to higher temperatures. It is

possible that other factors will contribute to specific aspects
of network activity. Torpor may be associated with changes in
the architecture and activity of cortical networks (Vyazovskiy
et al,, 2017). During hypothermia, many morphological changes
occurred in the brain, inducing a disruption of network
connectivity (von der Ohe et al, 2007). Sleep after torpor
could help to set up recovery processes. Indeed, during a
selective delta-wave deprivation study, Djungarian hamsters
showed an increase in slow-waves, reflecting a compensatory
homeostatic response.

Conversely to our hypothesis, in gray mouse lemurs, both
REM and NREM sleep occur during torpor, at a level equivalent
to that of non-torpor periods. However, sleep is temperature-
dependent, and low Tb induces an inability to perform REM and
NREM sleep. Animals must compensate for the lack of sleep,
and thus a sleep rebound occurs. Moreover, Tb also induces
an alteration of delta waves after torpor. Other factors must be
involved in recovery processes during sleep rebound.
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Résumé

La neurogeneése correspond a la capacité du cerveau a former de nouveaux neurones. Ce mécanisme permet d’induire
des changements structurels et fonctionnels dans le cerveau pouvant atténuer le déclin cognitif observé avec I'age. Cette
neuroplasticité persiste a I’dge adulte mais diminue au cours de la vie. Au cours de ce travail, nous avons caractérisé |’évolution
des fonctions cognitives et de la neurogenése avec I'age chez le Microcébe (Microcebus murinus) qui présente des changements
morphologiques, comportementaux et physiologiques similaires a ceux observés chez 'Homme au cours du vieillissement. Nous
avons pu montrer qu’une partie des animaux agés présentaient une diminution de leurs capacités cognitives tandis que d’autres
ont conservé des performances a un niveau équivalent a celui des individus jeunes. Ce maintien des fonctions cognitives avec
I’age pourrait étre di en partie au processus de neurogenése. En effet, au niveau de la zone sous-ventriculaire, la balance
neurone/glie serait en faveur de la neurogenése dans la partie dorsale tandis que I'oligodendrogenése serait favorisée dans la
corne. La stimulation de la neurogenéese pourrait permettre de remplacer les neurones Iésés avec I'age ou détruits par un
traumatisme. Parmi les stratégies possibles pour stimuler ce mécanisme, I'alimentation et I'activité physique apparaissent étre
des interventions pertinentes. Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés, en particulier, a I'impact d’une
supplémentation en acides gras polyinsaturés n-3 ainsi qu’a la combinaison de la restriction calorique et de I'activité physique a
I’age adulte. Ces interventions ont induit une amélioration des fonctions cognitives associée a une hausse du nombre de
nouveaux neurones. Ces différentes approches constituent donc une stratégie non médicamenteuse prometteuse afin de lutter
contre le déclin des fonctions cognitives au cours du vieillissement en participant a la plasticité cérébrale.

Mots clés : primate non-humain — Microceébe (Microcebus murinus) — vieillissement — neurogenése — fonctions cognitives —
acides gras polyinsaturés n-3 — restriction calorique — activité physique

Abstract

Neurogenesis is the ability of the adult brain to build new neurons. This process induces structural and functional
changes in the brain that can reduce cognitive decline during aging. This neuroplasticity exists throughout life but it gradually
decreases with aging. In this study, we characterized the evolution of cognitive functions and neurogenesis during aging in the
grey mouse lemur (Microcebus murinus) that shares morphological, behavioural and physiological changes with aged humans.
We observed that some aged animals presented a specific deficit in learning and memory whereas others had cognitive
performances equivalent or better than young animals. It might be due to the neurogenesis process that would preserve
cognitive functions during aging. Indeed, in the subventricular zone, the balance between neurons and glial cells would be in
favour of neurogenesis in the dorsal part while oligodendrogenesis would be favoured in the horn. Stimulation of neurogenesis
could help replace neurons lost due to injury or aging. Among the possible strategies to stimulate neurogenesis, food and
physical activity seem pertinent. During this thesis project, we studied, in particular, the impact of n-3 polyunsaturated fatty
acid supplementation and the combination of caloric restriction and physical activity in adulthood. These interventions
induced an improvement of cognitive functions associated with an increase in the number of new neurons. These different
approaches constitute a promising strategy without drugs against cognitive decline during aging by participating in brain
plasticity.

Key words : non-human primate — Grey mouse lemur (Microcebus murinus) — aging — neurogenesis — cognitive functions —n-3
polyunsaturated fatty acids — caloric restriction — physical activity



