Université de Montréal

Le role des acides gras oméga-3 sur la balance énergétique,
la régulation de appétit, I’état émotionnel et ’implication
du récepteur GPR120

par

Stéphanie Auguste

Département de Nutrition

Faculté de Médecine

These présentée a la Faculté de médecine
en vue de I’obtention du grade de Philosophae Doctor (Ph.D.)

en nutrition

Mai, 2016

© Stéphanie Auguste, 2016



Université de Montréal
Faculté des études supérieures et postdoctorales

Cette these intitulée :

Le role des acides gras oméga-3 sur la balance énergétique, la régulation de 1’appétit, 1’état émotionnel

et I’implication du récepteur GPR120

Présentée par :

Stéphanie Auguste

A été évaluée par un jury composé des personnes suivantes :

Jean-Claude LAVOIE Ph.D., Président-rapporteur
Stephanie FULTON Ph.D., Directeur de recherche
Chantal BEMEUR Dt.P., Ph.D., Membre du jury
Dave St-AMOUR Ph.D., Examinateur externe

Lise CODERRE Ph.D., Représentante du Doyen de la FES



Résumé

L’obésité est un facteur de risque lié a des problémes physiques, émotionnels et
comportementaux. Aujourd’hui, I’alimentation est composée d’un régime typiquement occidental
«Western diet» qui est riche en acides gras saturés (AGS) et pauvre en acides gras polyinsaturés
(AGPI) tel que les oméga-3 (N-3) et occasionnant un déséquilibre du ratio alimentaire N-6/N-3. Ce
déséquilibre est une des causes de la prévalence des maladies mentales y compris celles des troubles de
I'humeur et de 1’anxiété. L’acide docosahexaénoique (ADH, 22: 6 n-3) est 1’acide gras (AG) le plus
abondant dans le cerveau et son accumulation est particulierement élevée pendant la période périnatale.
Il joue un role important dans le développement neuronal et d'autres fonctions du cerveau tel
l'apprentissage et la mémoire. Des perturbations de 1’environnement périnatal peuvent influencer a trés
long terme 1’avenir de la descendance en la rendant plus susceptible de développer des problémes
d’obésité dans un contexte nutritionnel riche. On ignore cependant si le déficit alimentaire chez la mere
et particuliérement en ADH aura un impact sur la motivation alimentaire de la progéniture. L’objectif
principal de cette thése est d’étudier le role potentiel des N-3 sur la balance énergétique, la motivation
alimentaire, la dépression et le niveau d’anxiété des descendants de souris males adultes assujetties a
une alimentation riche en gras. Nos données ont démontré qu‘un régime maternel déficitaire en ADH
durant la période périnatale incitait la descendance a fournir plus d’effort afin d’obtenir un aliment
palatable. Ceci entrainerait un déréglement de 1’homéostasie énergétique en augmentant le gain de
poids et en diminuant [’activité locomotrice tout en exacerbant le comportement de type anxieux des

que les souris sont exposées a un milieu obésogeéne.

Les acides gras libres (AGL) sont des nutriments essentiels fonctionnant comme des molécules
de signalisation dans le cerveau en ayant des récepteurs qui jouent un réle important dans le contrdle
du métabolisme énergétique. Parmi eux, on distingue un récepteur couplé a la protéine G (GPCR), le

GPR120. Ce récepteur activé par les AGPI ®-3 intervient dans les mécanismes anti-inflammatoires et
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insulino-résistants via les N-3. Une mutation dans le géne GPR120 occasionnée par une réduction de
I’activité de signalisation du geéne est liée a 1’obésité humaine. L'objectif premier de cette deuxiéme
¢tude était d’évaluer I'impact de la stimulation pharmacologique de GPR120 dans le systéme nerveux
central (SNC) sur l'alimentation, les dépenses d'énergie, le comportement de type anxieux et la
récompense alimentaire. Nos résultats démontrent qu’une injection centrale aigué¢ d'agoniste GPR120
III réduit la prise alimentaire ad /ibitum et la motivation alimentaire pour un aliment riche en gras et en
sucre; ainsi que les comportements de type anxieux. L’injection centrale chronique (21 jours) de ce
méme agoniste GPR120 III transmis par une pompe osmotique a démontré que les souris placées sous
diete hypercalorique (HFD n’ont présenté aucune modification lors de la prise alimentaire ni de gain de
poids mais qu’il y avait comparativement au groupe de véhicule, une réduction du comportement de
type anxieux, que ce soit dans le labyrinthe en croix surélevé (LCS) ou dans le test a champ ouvert

(OFT).

L’ADH est reconnu pour ses propriétés anorexigénes au niveau central. De plus, la
stimulation des récepteurs de GPR120 au niveau du cerveau avec un agoniste synthétique peut
produire un effet intense intervenir sur le comportement li¢ a I'alimentation des rongeurs.
Trouver une approche visant a controler a la fois la neuroinflammation, la récompense
alimentaire et les troubles émotionnels aiderait assurément au traitement de l'obésité et du

diabete de type 2.

Mots-clés : Déficit périnatal, oméga-3, GPR120 agoniste, anxiété, récompense alimentaire.
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Abstract

Obesity is a risk factor for metabolic and mood disorders. The increasing abundance of
the "Western diet" that is rich in saturated fatty acids (SFA) and low in polyunsaturated fatty
acids (PUFA) omega-3 (N-3) can generate a physiological imbalance in the ratio of N-6/N-3
fatty acids. Such an imbalance has also been implicated in the increased prevalence of mood
disorders and metabolic diseases. Docosahexaenoic acid (DHA, 22:6n-3), the most abundant
fatty acid (FA) in the brain is accumulated not only during the post-natal period but also
during the perinatal period. It plays an important role in neuronal development and other brain
functions such as learning and memory. Disturbances of the perinatal environment can
influence the sustainable future of the offspring, making it more likely to develop obesity in
rich nutritional context. Some data suggest that an inadequate maternal intake of N-3 during
pregnancy and the perinatal period may cause an increase in appetite signalling in the
offspring as well as an increase rate of neurological and cardio-metabolic disease. It is not
known if maternal dietary deficiency in N-3 will have an impact on food motivation of the
offspring. The main objective of this thesis was to study the potential effect of dietary
deficiency of DHA during the perinatal period on energy balance, food motivation and the
anxiety-like behavior of adult male mouse offspring placed on HFD. Our data showed, as
expected, that the maternal DHA deficient diet during perinatal period encouraged offspring to
work harder to get a palatable food, entailed a dysregulation of energy homeostasis by
increasing the body weight and reducing locomotor activity and exacerbated the anxiety-like

behavior once they were exposed to an obesogenic environment.
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Free fatty acids (FFA) are essential nutrients that they also function as signalling
molecules in the brain and have receptors that play a significant role in the control of energy
metabolism. Among them is GPR120, also known as N-3 FA receptor, a g-protein coupled
receptor that is reportedly activated by PUFA and shown to mediate the anti-inflammatory and
insulin-sensitizing effects of N-3 FA. A mutation in the GPR120 gene that is associated with
reduced GPR120 signalling activity is linked to human obesity. The objective of our second
study was to test the impact of pharmacological GPR120 stimulation in the CNS on feeding,
energy expenditure, anxiety-like behavior and food reward. Our results showed that an acute
central injection GPR120 agonist III: reduced ad libitum food intake and the rewarding effect
for high fat, high sugar food; produced a significant decrease in the anxiety-like behavior.
While mice with the chronic injection (21 days) of GPR120 III agonist pump on HFD didn’t
show any modification in food intake or body weight gain, but show a reduction of anxiety-

like behavior in Elevated plus maze (EPM) and open-field test (OFT) compare to the vehicle

group.

DHA i1s notifies to have an anorectic action. Furthermore, stimulation of GPR120
receptors with synthetic agonist may cause an acute and profound effect on food related
behavior in rodents. To find an approach that aims to control neuroinflammation, food reward

and emotional disorders would greatly assist the treatment of obesity and type 2 diabetes.

Keywords: dietary deficiency, omega-3 fatty acid, GPR120, anxiety, food motivation, reward,

high-fat diet
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ECS: Endocannabinoids System, systeme
endocannabinoides
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EO : Embryonique 0 (Jour embryonique 0)
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FABP: Fatty acid binding proteins

FATP: Fatty acid transporter proteins
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FDA: Food and drug administration
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Avant-propos

Ce travail de thése s’inscrit dans le cadre des programmes de recherche sur la
«neuroscience nutritionnelle» et se situe a I’interface de la neuroscience et de la nutrition.
L’amalgame de ces deux disciplines fut particuliérement intéressante tant au niveau de la
problématique qu’au niveau de I’enrichissement scientifique personnel. Ce travail a débuté en
janvier 2010 au Technopole Angus du Centre de Recherche de Centre Hospitalier de
I’Université de Montréal (CRCHUM) pour se terminer, suite au déménagement, au nouveau
batiment du CRCHUM. Le travail fut rendu possible grace au soutien financier du Conseil de
Recherches en Sciences Naturelles et en Génie du Canada (CRSNG), aux différentes bourses
de la Faculté des études supérieures et postdoctorales (FESP) de I'université de Montréal, au
département de nutrition de la faculté¢ de médecine de I'université de Montréal et de L'Agence

internationale de I'énergie atomique (AIEA) pour I’octroi de bourse a la maitrise.

Contexte général

Reconnue par 1’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) en tant que une maladie en
1997 [1], obésité est en constante €volution surtout dans les pays industrialisés. Selon
I’OMS, le surpoids et I’obésité sont la cinquieme cause mondiale de mortalité. Ceci représente
un probléeme majeur en santé publique puisqu’il est responsable d’environ 3.4 millions de
déces annuellement a travers le monde [2]. La situation au Canada est moins dramatique mais
tout de méme alarmante. Entre 2007 et 2009, la prévalence de 1’obésité fut estimée a 24.1 %
de la population adulte dont 3.1 % d’obésité de classe III [3]. Les prévisions 2015 faisaient

état de 2,3 milliards d’adultes en surplus de poids et de 700 millions d’obéses dans le monde
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[4] et cette pandémie n’épargne pas les enfants. C’est pourquoi, le taux croissant d’enfants de
moins de 5 ans en surpoids dans le monde avoisine les 20 millions [5]. Les enfants dans les
sociétés occidentales, en plus d’'un mode de vie sédentaire accrue, sont exposés a une grande
variété d’aliments riches en gras et en calories qui contribuent au développement de I’obésité.
En effet, la consommation d’aliments obésogénes riches en gras et en sucre est associée aux
changements dans les circuits de récompense du cerveau contribuant aux besoins grandissant
d’en consommer souvent et davantage [6, 7]. Ces enfants sont plus susceptibles de devenir des
adultes obeses et ce, peut-€tre en partie en raison des habitudes et des golts alimentaires

développées pendant I’enfance [8].

Le surpoids et 'obésité sont caractérisés par 1'accumulation anormale ou excessive de
masse adipeuse dont la répartition anatomique montre des variations considérables parmi les
personnes ayant un excés de poids. Cette accumulation de gras se développe plus
particuliérement au niveau du tissu adipeux abdominal (obésité androide) et elle est souvent
accompagnée d’inflammation systémique chronique augmentant les risques de développer des
maladies cardiovasculaires (MCV) [9, 10], le diabete [11] et la dépression [12],
comparativement a une répartition plus uniforme et périphérique de la masse adipeuse (obésité
gynoide) Després and Lemieux [13]. L’obésité a cotté 700 millions de dollars aux Québécois
en 1999-2000, représentant a cette époque 5,8 % du budget consacré a la santé. Cette méme
étude a été estimé a plus de 800 millions de dollars en pertes de productivité [14]. Face a ce
fardeau socioéconomique, la prévention de [’obésité s’avere nécessaire pour ralentir

I’évolution des maladies chroniques.
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Des données épidémiologiques suggerent que 1’obésité est associée a un risque accru
de troubles dépressifs [15, 16] et de troubles mentaux qui se retrouve le plus souvent dans les
pays industrialisés tels que les troubles de I’humeur et ’anxiété [17]. L’anxiété est la maladie
mentale la plus répandue qui affecte les adultes canadiens chez environ 9 % des hommes et 16
% des femmes au cours d'une période d'un an au Canada [18, 19]. Selon des enquétes
épidémiologiques réalisées dans divers pays, la prévalence des troubles anxieux se situe autour
de 10,6 % sur une période de 12 mois et de 16,6 % a vie [20]. L’OMS considére la dépression
comme étant une maladie multifactorielle et par surcroit, un probléme majeur en santé
publique [21]. Classée parmi les 10 grandes pathologies, d’ici 2020 elle deviendra la deuxiéme
cause de morbidité [22] touchant environ 350 millions de personnes [23]. La dépression est
associée au fardeau économique €levé dans notre société, ou 1’utilisation des antidépresseurs a
¢été rapportée chez 20 a 45 % des individus déprimés. Cette situation entraine des colts
moyens annuels de traitement variant de 108 a 305 US$ PPA (parités de pouvoir d’achat) [24].
L’importance de la prise de poids en lien avec 1'obésité et I'humeur dépressive est suggéré par
la corrélation négative entre l'indice de masse corporelle (IMC) et 1'état émotionnel [25]. De
plus, le risque de dépression chez les personnes obeses semble dépendre de leur
dysfonctionnement métabolique [26] puisque les personnes obéses et métaboliquement saines
sont beaucoup moins susceptibles de développer la dépression [27]. Un point ici important de
noter est I’association entre 1’obésité et la dépression qui est bidirectionnelle [28]. Des
modifications dans les circuits neuronaux contrdlant 1’état émotionnel peuvent survenir avec le
gain de poids et I'obésité, de méme que I'humeur dépressive peut conduire a la suralimentation
afin de compenser un état affectif réduit [29, 30] conduisant a de mauvaises habitudes

alimentaires, a un gain de poids et au diabéte du type 2 [31].
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Le diabéte du type 2 (DT2) est une maladie complexe qui touche environ 360 millions
d’individus dans le monde avec une prévalence estimée a 450 millions d’ici 2030. Environ 2,8
millions de Canadiens en sont atteints, ce qui représente 6 a 7 % de la population [32]. Cette
maladie est associée a de graves complications & long terme telles que la rétinopathie, la
néphropathie et la neuropathie; cela représente un facteur de risque majeur pour les MCV et
les ACV. Les colts annuels de soins de santé du diabéte au Canada sont estimés a 13,2
milliards de dollars. Selon ’OMS, 44 % du fardeau du diabéte, 23 % des coronaropathies

ischémiques sont attribuables au surpoids et a 1’obésité [33].

Outre la mise en place de stratégies permettant la réduction des colts socio-
¢conomiques de I’obésité, du diabete et des pathologies neurologiques, 1’exploration des
comportements émotionnels et de motivation alimentaire s’avere essentiel dans la lutte contre

les maladies chroniques liées a la nutrition.

Problématique

L’obésité, le DT2 et les affections neurologiques sont des maladies chroniques
représentant les principales causes de morbidité et de mortalité dans presque tous les pays du
monde. Apres de nombreuses années d’évolution et malgré les progrés effectués, la science
poursuit ses recherches afin de mieux comprendre le systtme pouvant s’adapter afin de
permettre d’assurer I’apport d’énergie nécessaire a la survie de tout organisme. On commence
également & mieux saisir comment les pathologies neurologiques comme 1’anxiété et la
dépression peuvent avoir une influencent sur la balance énergétique. Toutefois, les
mécanismes neuro-métaboliques a la base de cette physiopathologie ne sont pas encore précis.

Il est d’autre part bien établi que les facteurs émotionnels peuvent influencer la prise
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alimentaire en ce sens que la forte prévalence de 1’anxiété puisse &tre associée a la
détérioration de I’alimentation occidentale [17]. Ces troubles anxieux ont un impact majeur
sur I’économie [34] puisqu’ils occasionnent des pertes de productivité au sein de notre société
en provoquant a la fois 1’absentéisme au travail et des pertes d’emploi . Dans une étude menée
aupres de différentes familles de diverses races, Dong et al. ont établi en 2004, le lien entre
I’obésité extréme et un risque accru de la dépression et cela méme apres le controle de
maladies physiques chroniques, de la dépression familiale et des facteurs de risque
démographiques [35]. En effet, les informations sur les aspects émotionnels et cognitifs de la
prise alimentaire sont contrdlées en grande partie par les circuits cortico-limbiques ainsi que
par les noyaux du mésencéphale pouvant exercer une puissante influence sur le comportement

alimentaire [36].

Cette régulation du controle de la prise alimentaire qui entre dans le cadre général de
régulation de ’homéostasie énergétique ne dépend pas uniquement des signaux émotionnels
(stress, anxiété, dépression), mais également des signaux environnementaux, nerveux,
endocriniens et métaboliques de faim ou de satiété [37, 38]. Ces différents signaux provenant
de diverses parties du corps sont trés sensibles aussi bien a 1’apport énergétique qu’aux
dépenses touchant le systeme nerveux central (SNC). Ainsi, le faible colit des dépenses
d’énergie pour accéder a la nourriture, la diminution de 1’activité physique, la consommation
accrue de régimes occidentaux riches en gras et en sucre [39, 40], la qualité et la quantité des
aliments ingérés mais avant tout la période du développement durant laquelle ils sont

consommés, sont autant de facteurs contribuant au développement de 1’obésité et du DT2.
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I1 existe des nutriments tels que les acides gras polyinsaturés (AGPI) qui jouent un role
important pour la santé. Les effets bénéfiques des AGPI oméga-3 (N-3) ont été démontrés vers
1970 aupres des populations consommant des fruits de mer et en particulier chez les Eskimos,
qui présentaient une faible prévalence des MCV [41]. Ces AGPI N-3 comprennent 1’acide
docosahéxaénoique (ADH, 22:6 n-3) qui est abondant dans le cerveau [42] et D’acide
¢icosapentaénoique (AEP, 20:5n-3) qui a une durée de vie trés limitée dans le cerveau [43,
44]. L’ADH s’accumule pendant la période périnatale au moment de la mise en place des
réseaux neuronaux [45] et il demeure un ¢lément important pour les fonctions neuronales de

mémoire et d’apprentissage.

Bien que l'effet protecteur cardiovasculaire des acides gras (AG) N-3 d'origine marine
soit principalement dii a ’ADH, ’AEP a également des bienfaits cardioprotecteurs par ses
effets anti-inflammatoires [46, 47]. Malgré les résultats controversés, plusieurs études ont
démontré les bienfaits des AGPI de la famille des N-3 pour la santé mentale. Parmi celles-1a,
une méta-analyse compréhensive d'essais cliniques aléatoires [48] menée sur le role des N-3 et
le traitement des troubles dépressifs a démontré que 1'utilisation d'AGPI N-3 en tant qu'agents
thérapeutiques est efficace chez les patients ayant un diagnostic de dépression majeure et sur
des patients dépressifs sans un diagnostic de dépression majeure. Une autre étude a illustré que
la teneur plasmatique élevée en AEP est associée a un moindre risque de symptomes

dépressifs, surtout parmi ceux qui prennent des antidépresseurs [49].

L'anxiété a une relation de comorbidité tres significative avec la dépression. Une étude
a démontré que des niveaux ¢levés d'AEP réduisent le niveau d’anxiété chez des toxicomanes

[50]. Ceci s’explique par le fait que les toxicomanes et les alcooliques sont prédisposés a
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rechuter en raison de l'augmentation de leur niveau d'anxiété. Ainsi, 1’administration d’une
dose ¢élevée d'AEP (supérieure a 2 g/jr) réduit significativement l'anxiété par rapport a ceux

recevant un placebo [51, 52].

L’insuffisance des AGPI N-3 au cours du développement pré et néonatal réduit
l'accumulation de I'ADH dans le cerveau en développement [53]. Des études suggerent que la
diminution de ’apport alimentaire en AG, plus précisément les N-3 en période postnatale,
joue un role majeur sur les taux élevés de maladies neurologiques [54] et métaboliques. Une
méta-analyse a également signalé que les essais centrés sur la dépression périnatale
démontraient une efficacité réduite des AGPI N-3 sur les symptomes dépressifs [48] et ce
probablement liée au fait que la supplémentation en AGPI augmentait la demande du
développement du feetus pendant la grossesse et durant 1’allaitement du nouveau-né plutdt que
de contribuer a I’efficacité¢ thérapeutique des symptomes dépressifs [55]. De maniére plus
générale, nous pouvons constater qu’un déséquilibre des apports en AGPI N-6 et N-3 n’est pas
sans conséquences sur I’ensemble des systemes physiologiques de notre organisme puisqu’un
ratio N-6/N-3 ¢élevé favorise la fréquence de nombreuses maladies chroniques telles que les
maladies inflammatoires [56], les MCV [57], le diabete, I’obésité [58] et la dépression [59].
Toutefois, I’effet d’une diéte carencée en N-3 durant la période périnatale sur la balance

énergétique et plus particulierement sur la motivation alimentaire demeure a ce jour inconnu.

Certains récepteurs spécifiques aux AGPI couplés a des récepteurs de protéine G ont
été identifiés et étudiés en tant que cibles a actions thérapeutiques [60-62]. Des récepteurs de
GPR40 (FFARI) et le GPR120 (FFAR4) ont été placés a la surface cellulaire et ont été

stimulés par les AGPI a longue chaine, dont les N-3 [63, 64]. Le GPR40 se retrouve

XXiil



principalement au niveau pancréatique ou il joue un rdle dans la sécrétion d’insuline [64] mais
¢galement au niveau intestinal régularisant la sécrétion d’hormones gastro-intestinales
contrdlant la prise alimentaire [65, 66]. Sa présence au niveau du cerveau a été longtemps
controversée, mais de récentes études semblent la confirmer [67, 68]. Le GPR120 est pour sa
part largement exprimé dans un certain nombre de tissus tel que le tissu adipeux blanc [69-71],
les poumons, le colon [63] et différents types de cellules de défense de I’organisme comme les
macrophages [71]. Il joue un role important dans 1’équilibre de divers mécanismes
physiologiques tels que la régulation des processus d’adipogéneése et de lipogenese,
d’inflammation, d’intolérance au glucose [63, 69, 70, 72], de controle de 1’appétit par
régulation de la sécrétion d’hormones gastro-intestinales comme la cholécystokinine [72-75].
Le pouvoir anti-inflammatoire du GPR120 a ét¢ démontré in vitro par la suppression des
marqueurs pro-inflammatoires et par la réduction de I’infiltration des macrophages dans le
tissu adipeux en supprimant des marqueurs pro-inflammatoires via les AGPI ®-3 [71]. En
d’autres termes, le GPR120 joue un rdole fondamental dans le contrdle de la balance
énergétique chez I’homme et la souris [76] a I’égard de son expression au niveau du systeme
central nerveux quoiqu’il soit encore trés peu connu. Il a toutefois été exprimé dans le cerveau
et il est impliqué dans les effets anorexiques et anti-inflammatoires de 'hypothalamus via les
AGPI o-3 [77, 78]. Une variante humaine du gene GPR120, (p. R270H) qui inhibe les voies
de signalisation du GPR120, est liée a 1'augmentation des risques de développer l'obésité [70].
Malgré ces informations, on ne connait pas les effets du GPR120 au niveau du SNC et si son

activation centrale produirait un effet sur la balance énergétique.
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De nombreuses questions demeurent toujours sans réponses et les objectifs de ce
travail de recherche visent a fournir des pistes de solutions pour le traitement des pathologies
chroniques.

Plan du manuscrit

Dans le but d’établir le contexte dans lequel nos études ont été effectuées, cette these
présentera six chapitres distincts en débutant par Pintroduction au chapitre 1 qui
comprendra une section exposant des publications réalisées écrits qui vise a présenter les
différentes recherches réalisées sur le sujet et sur lesquelles nous appuierons et développerons
cette thése. Nous en profiterons pour définir les concepts de contrdle de la balance énergétique
des facteurs pouvant la modifier et ses conséquences sur I’organisme en cas de déreglement
des signaux centraux. Nous terminerons ce chapitre sur I’état des connaissances sur les AGPI,

notamment les N-3 et sur les récepteurs liés a la protéine G et en particulier, le GPR120.

Le Chapitre 2 présente la méthodologie générale des protocoles de recherche mis en

place et le mode de traitement des données.

Le Chapitre 3 comprend un article intitulé « Perinatal deficiency in omega-3 fatty

acids potentiates adiposity and suppresses locomotor activity on a high-fat diet ».

Le Chapitre 4 s’intitule « Central agonism of GPR120 acutely inhibits food intake

and food reward and chronically suppresses anxiety-like behavior in mice ».

Le Chapitre 5 comporte une discussion générale et le Chapitre 6 une conclusion
générale et des perspectives. Ce dernier chapitre nous permet d’évaluer I’impact des

différents résultats obtenus lors de notre recherche avec la présentation d’un éventail plus
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large d’études déja publiées. Il inclue a la fois une synthése et une analyse critique des
résultats observés en plus de souligner les forces et les lacunes méthodologiques des deux

¢tudes ainsi que des pistes de recherches a étudier dans le futur.
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Chapitre 1 : Contexte théorique



Ce chapitre introduit les concepts nutritionnels de base du controle de la balance
énergétique qui se manifestent par les signaux homéostatiques et hédoniques. Il débutera par la
présentation des différents facteurs qui régulent la balance énergétique et la programmation
feetale puisque cette derniére joue un réle primordial dans 1’apparition du syndrome
métabolique qui est liée a des altérations pouvant modifier le circuit de récompense. On ne
peut passer sous silence le concept « programmation métabolique », puisqu’il semblerait que
I’apport ou I’absence de certains nutriments n’a pas le méme effet selon le stade de
développement, puisque cette dite programmation ouvre la porte a la notion de « période
critique ». Connaissant le role que jouent les AGPI sur la santé, nous allons nous attarder sur

les AG -3 et un récepteur cible pour les AGPL, le GPR120.

1.1. Description de la balance énergétique

Afin de maintenir son poids corporel, tous les mammiféres doivent se procurer
quotidiennement une quantit¢ d’énergie égale a celle qu’ils dépensent afin d’établir un
équilibre entre les apports et les dépenses d’énergie. La Figure 1 illustre la balance énergétique
avec ces deux composantes contribuant a son équilibre. Dans les conditions ou les apports sont
inférieurs aux dépenses « Apports < Dépenses » (Figure 1A), on a un déreglement en faveur
des dépenses conduisant a une perte de poids. A I’inverse, lorsque les apports sont supérieurs
aux dépenses « Apports > Dépenses » (Figure 1B), on assiste a un déréglement en faveur des
apports. Il en résulte un gain de poids. Lorsque les apports sont en quantité égale aux dépenses
« Apports = Dépenses » (Figure 1C), on dit que la balance énergétique est atteint et qu’il y a

une stabilité du poids.



A Perte de noids B Gain de poids

C Stabilité du noids

Figure 1: Illustration de la balance énergétique.

Triangle en rouge représente les apports et triangle en vert les dépenses.

¢ Les apports font références surtout a la consommation et a ’absorption alimentaire
pouvant varier en fonction des golits personnels et de 1’état émotionnel et psychologique de
I’individu. Certaines personnes anticipent un plaisir ou un réconfort devant un repas alors que

d'autres ont une aversion envers la nourriture.

s Les dépenses énergétiques des 24 heures sont représentées par la somme de trois
grandes étapes : le métabolisme de base ou la dépense énergétique au repos, la thermogenese

d’adaptation et I’énergie dépensée pour 1’activité physique.

-Le métabolisme de repos ou métabolisme de base (MB) correspond a la dépense

énergétique minimale du maintien du poids et a [I’entretien vital représentant



approximativement 60-70 % des dépenses énergétiques quotidiennes d’un individu sédentaire

sain [79].

-La thermogenése d’adaptation est le phénomene selon lequel de la chaleur est produite
par la dissipation d’énergie dans un environnement a température neutre. Elle comprend la
thermogénese d’alimentation et la thermogenése postprandiale [80]. Cette dépense énergétique
représente environ 10 % a 14 % de la quantité totale d’énergie ingérée pendant 24 heures chez
les sujets sains ayant un régime mixte [80]. Une mauvaise efficacité de la thermogenese
postprandiale peut étre a ’origine du développement de I’obésité chez le rat et dans une

moindre mesure chez I’homme [81].

-L’activité physique est une composante des dépenses énergétiques en fonction de la durée
(temps pass¢ durant une séance), de I’intensité (effort physiologique associé a une activité
particuliere) et de la fréquence (nombres de séances pendant une période spécifique
déterminée) de celle-ci [82]. Elle ne représente que 20 a 30 % de la dépense énergétique totale
chez des individus sédentaires [79] et peut atteindre jusqu’a 60 % de la dépense énergétique
totale lors d’efforts prolongés [82]. 1l est a noter que ’activité physique intervient a la fois au
niveau du contréle homeéostatique et du controle hédonique. Dans le contexte homéostatique
on se réfeére aux activités journalieres d’un sédentaire tandis que dans le contexte hédonique on

se réfere a la motivation, a la sensation et au bien-€tre (activité physique motivationnelle).

1.2 Controle central de la balance énergétique

La recension des écrits faisant état de la prise alimentaire fait souvent référence a deux

termes « régulation » et « controle » de la balance énergétique. Habituellement le terme



régulation désigne la capacité dont posséde un systéme avec une boucle de rétroaction
négative pour minimiser les effets pouvant étre produits sur une variable donnée. Le terme
controle est utilisé lorsque la valeur d’une variable « y » est déterminée uniquement par la
variable indépendant « x » suggérant que « y » est sous la dépendance de « x » [83]. Lorsque
les auteurs se référent au « contrdle de la prise alimentaire » ou a la « régulation de la prise
alimentaire », ils se réfeérent généralement au méme processus physiologique. La différence est
principalement attribuable & une question de sémantique [84, 85]. Un tel phénomeéne
physiologique dépend d’un réseau de signalisation complexe incluant a la fois des signaux
hormonaux et métaboliques contenant les nutriments et des signaux nerveux efférents du
systéme nerveux autonome et provenant a la fois de ’hypothalamus et du tronc cérébral [86].
Ce controle de la balance énergétique nécessite donc la régulation par deux processus
différents soit I’homéostatique et le non homéostatique ou I’hédonique. Le cerveau est divisé
en deux hémisphéres et la surface externe de chaque hémisphére, le cortex cérébral, est réparti

en cinq lobes principaux : frontal, pariétal, temporal, insulaire et occipital.

1.2.1 Controle homéostatique

Le terme « homéostasie » a été proposé pour la premicre fois en 1932 par le
physiologiste W.B. Cannon dans son ouvrage « la sagesse du corps, 1932 » en voulant définir
« I’équilibre physiologique » [87]. Pour certains auteurs ce terme a été inventé afin de décrire
les aspects métaboliques et non cognitifs de la régulation du bilan énergétique [88]. Elle
permet de conserver la stabilité et 1’équilibre de 1’environnement interne [89] dans le controle

de la prise alimentaire qui en réalité est sous le contrdle du systéme nerveux central.



¢ L’hypothalamus

La Figure 2 montre I’emplacement de 1’hypothalamus dans le systéme nerveux central

a la base du cerveau, au-dessus du tronc cérébral, entre le thalamus et la glande pituitaire.

Thalamus

Hypothalamus

Glande pituitaire

Tronc cérébral

Figure 2 : Localisation de I’hypothalamus dans 1’encéphale.

[[llustration fait grace a Servier Medical Art]

Les principaux centres de régulation siégeant au niveau des différents noyaux
hypothalamiques [90-92] établissent des connexions afférentes et efférentes avec de multiples
autres régions cérébrales et du tronc cérébral [93, 94]. Des études menées dans les années
1940 chez le rat, le chat ainsi que le singe ont démontré que des Iésions ou des stimulations
électriques de I’hypothalamus ventromédian conduisaient au développement de 1’hyperphagie
chronique et de I’obésité. Toutefois, cette 1ésion de la région latérale entrainait une diminution
de la prise alimentaire et une perte de poids [95, 96]. C’est ainsi que furent créés les concepts
de « centre de la satiété », correspondant au noyau hypothalamique ventromédian (VMN) et
de « centre de la faim », désignant la région hypothalamique latérale (LH). Ce controle de
I’homéostasie énergétique ou de la balance énergétique est non seulement dépendant de

I’hypothalamus mais également d’une autre structure cérébrale qu’est le tronc cérébral.



¢ Le tronc cérébral
Il représente le premier relais central des informations du systéme nerveux
périphérique puisqu’il recoit et intégre les signaux du tractus digestif et de I’état énergétique
de 'organisme a partir des nerfs afférents du vague et des voies humoro-hormonales pour les

transmettre a [’hypothalamus en assurant ainsi |’adaptation exacte aux besoins de

consommation [84].

1.2.2 Controéle hédonique

La consommation alimentaire de I’homme est non seulement motivée par le besoin de
se nourrir mais aussi pour son plaisir. Ce phénomeéne appelé « I’hédonie » consiste a
consommer un aliment pour son golt agréable (palatabilité¢) et le plaisir qu’il procure.
Plusieurs activations cérébrales associées a ce phénomeéne semblent aussi €tre associées a
diverses notions comme la motivation ou la récompense [97]. Ces 2 facteurs sont liés a la
palatabilit¢ de I’aliment, c'est-a-dire a la composante affective alimentaire, aux propriétés
organoleptiques intrinseéques des aliments mais également a la préférence individuelle et a
I’état énergétique d’un aliment. D’une manicre générale, plus la palatabilité de I’aliment

augmente et plus la prise alimentaire devient importante [98, 99].

Dans la Figure 3, Berthoud illustre les différentes connections entre le systéme cognitif
et le systtme métabolique lors du contrdle de la prise alimentaire. En général on peut
comparer le systeme cognitif et le systétme métabolique aux processus hédoniques et

métaboliques puisqu’il s’agit en réalité de la méme définition.
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Figure 3: Principaux facteurs impliqués dans la prise alimentaire.

Figure traduite et adaptée a la référence suivante : Berthoud HR. Interactions between the
"cognitive" and "metabolic" brain in the control of food intake [100]. Les lignes continues
indiquent les effets stimulants ou accrus alors que les lignes pointillées indiquent les effets
négatifs ou diminués. Le systétme de récompense inclut la valeur hédonique attribuée aux

aliments et la motivation a manger.

Cette figure nous illustre comment la prise alimentaire peut étre influencée non
seulement par 1’énergie disponible dans 1’organisme mais aussi par 1’environnement et les
habitudes de vie et par le systeme de récompense. En termes d’énergie disponible, le tissu
adipeux est ’unité¢ de réserve principalement impliqué dans le maintien de 1’homéostasie
énergétique puisqu’il est la principale source de la leptine. Cette hormone, comme nous la
verrons plus loin, joue un réle capital dans la régulation homéostatique de la prise alimentaire.
En effet a la suite d’une prise alimentaire, les signaux de satiété¢ envoient des influx nerveux
au cerveau lui commandant de réguler la quantité d’aliments ingérés en agissant par

I’intermédiaire des récepteurs centripetes du nerf vague ou des récepteurs du tronc cérébral.



Pendant que les signaux de satiété transmettent des informations au cerveau, la leptine et
I’insuline représentées par des signaux d’adiposité (énergie disponible), renseignent le cerveau
sur la quantité des réserves de I’organisme. De plus, malgré ces réserves et méme lorsque les
besoins énergétiques sont comblés et ont atteint un état de satiétogéne, un indice de
I’environnement peut amener a une augmentation de la prise de nourriture palatable dite «
réconfortante » [101, 102] par une stimulation sensorielle (odorat, goit, vision) venant activer
le systéme de récompense [103]. Il existe ainsi une boucle de régulation de la prise alimentaire
entre le systéeme nerveux central et la périphérie qui s’effectue a court, a moyen et a long

terme.

¢ Le circuit de récompense ou de motivation

Le « systéme de récompense » joue un role central dans nos choix alimentaires
puisque son role est de procurer une sensation temporaire de bien-étre en nous orientant
prioritairement vers des aliments nous procurant une source de plaisir malgré que ceux-ci
puissent pour la plupart étre obésogenes. Lors de I’ingestion de nourriture réguliére, les influx
nerveux parviennent au tronc cérébral renseignant au cerveau sur le golt et le contenu
énergétique de l’aliment consommé. Toutefois, lors de la consommation de nourriture
palatable, ayant un gott plus prononcé qu’une diete réguliere, les influx nerveux sont transmis
au centre de récompense, celui-ci €tant composé des différentes structures du systéme
limbique et du noyau accumbens (NAc). Ce processus entraine la libération de médiateurs de
récompense, la dopamine, la sérotonine, les endocannabinoides et les opioides [104, 105].
Quel que soit le plaisir ressenti, il est associé a I’activation du systéme hédonique souvent

appelé systeme de récompense chez I’animal [106]. Ce systéeme comprend la voie



dopaminergique mésocorticolimbique qui s’étend du tronc cérébral au cortex frontal et au
noyau accumbens. Il est a noter que le systéme limbique et ses connexions sous-tendent les
mécanismes émotionnels se rapportant soit aux motivations alimentaires (attirance, appétit),
soit aux instincts de conservation en cas de danger (combattre ou fuir, ¢’est-a-dire agressivité

ou répulsion) ou encore, a la mémoire des expériences [107].

Ce terme « récompense » a suscit¢ de nombreuses controverses dans la littérature
scientifique portant sur les travaux effectués chez les animaux. Il suggére que le systéme de
récompense puisse parfois étre confondu avec le terme « liking » ou « aimer » qui se référe au
plaisir ressenti au cours de la consommation d’un aliment délicieux et le « wanting » ou «
vouloir » qui désigne I’intérét de 1’animal vers un stimulus soit, un comportement d’attraction
vers le stimulus [108, 109]. Les verbes « Aimer » et « vouloir » doivent étre utilisés ensemble
afin que la récompense soit entiere. Les deux se produisent généralement ensemble chez les
humains [97]. Un fonctionnement anormal des mécanismes de récompense alimentaire peut
mener a une forte attirance pour un ou plusieurs aliments [97] pouvant nous guider a vouloir
obtenir encore plus le plaisir hédonique fournit par cet aliment palatable. Cet intérét pour les
aliments peut également étre attribuable aux drogues d’abus. Au cours de cette décennie, la
neuropsychopharmacologie a examiné le fondement biologique des drogues de comportement
et a développé un modele pour tenter d'expliquer pourquoi la prise de certains médicaments est
si attrayante. Selon leur hypothése, les drogues sont recherchées parce qu'elles activent
directement le systeme de récompense du cerveau et plus particulierement au sein du réseau
neuronal responsable de l'expérience subjective du plaisir. Le fondement de cette hypothese a
vu le jour en 1958 lorsque les chercheurs Olds et Milner [110] ont observé que les animaux

seraient disposer a fournir plus d’effort pour la stimulation électrique quasi permanente de
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certaines voies neuroanatomiques dans le cerveau, en particulier le systéme limbique et ceci,

aux dépens des fonctions vitales telle que la réaction face a la faim ou la soif.

Le modé¢le animal n’est pas in extenso extrapolable a I’homme puisque les mécanismes
biochimiques ne peuvent a eux seuls définir 1’addiction chez ’homme. Il faut non seulement
tenir compte des aspects affectifs et psychologiques mais également relationnels et sociaux qui
interférent avec le comportement et les choix alimentaires pouvant eux-mémes modifier la

balance énergétique.

1.3. Signaux qui modifient la balance énergétique

De multiples signaux peuvent avoir une incidence importante sur le comportement
alimentaire en renfor¢ant ou au contraire en antagonisant les signaux liés au statut énergétique.
Il peut donc s’agir de signaux externes, internes, émotionnels étant liés aux dépenses
énergétiques et pouvant influencer la balance énergétique en contribuant a la progression de

I’obésité et des maladies chroniques associées [33, 111].

Par exemple, des modifications du statut nutritionnel et hormonal en début de vie et la
sédentarit¢ [112] de méme que des facteurs externes influencant notre mode de vie qu’ils
soient €conomiques, culturels, génétiques ou environnementaux [113, 114] peuvent tous
influencer notre consommation alimentaire. Il a également ét¢ démontré que les aberrations
chromosomiques, les troubles hormonaux, les drogues, les lésions hypothalamiques ou
tumorales [115-117] peuvent modifier 1’homéostasie énergétique. Nous porterons une
attention particuliere aux signaux hormonaux tant périphériques que centraux pouvant

modifier cette balance énergétique.

11



1.3.1. Signaux hormonaux périphériques

Notre compréhension de la régulation de l'appétit et de la balance énergétique a
progressé au cours de la derniére décennie nous permettant de comprendre comment des
signaux internes pouvaient influencer ’homéostasie énergétique. Les peptides et hormones de
la périphérie sont pour la plupart sécrétés par le tube digestif, le pancréas ou par le tissu
adipeux comme la leptine [118, 119]. Ces substances agissent au niveau du systéme nerveux
central qui en retour controle la prise alimentaire, la dépense énergétique et les métabolismes
périphériques. Fulton (2010) a décrit dans une illustration de la Figure 4, comment certains
signaux périphériques peuvent agir sur le circuit neuro-dopaminergique et influencer les effets

de récompense de la nourriture [36].
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Figure 4 : Détection des signaux métaboliques par le circuit neuronal dopaminergique.

Image modifiée de Fulton, 2010 [36].
PFC : Prefrontal cortex ; VP : Ventrum pallidum ; DS : Dorsal striatum ; AMY : Amygdala ;
SN : Substancia negra ; NAc : Nucleus accumbens ; VTA :Ventrum tegmental area
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Cette figure montre la voie de signalisation neuronale de certaines substances et hormones
dans différentes aires spécifiques du cerveau. Ces signaux agissent principalement sur les

noyaux hypothalamiques du cerveau qui exercent une influence sur I’apport alimentaire [120].

La leptine est une protéine synthétisée dans le tissu adipeux [121] qui se combine a la
longue-forme de son récepteur (LepRb) afin d’informer le cerveau sur le statut énergétique de
I’organisme en périphérie [122]. Elle est fortement corrélée avec la masse grasse corporelle et
peut varier considérablement selon les individus [123, 124]. Elle se lie a ses récepteurs au
niveau des neurones a neuropeptide Y (NPY), des neurones favorisant la consommation

d’aliments [125].

La ghréline est une hormone produite et sécrétée dans la circulation sanguine par les
cellules endocrines de 1’estomac [126] qui agit sur le cerveau pour indiquer au corps son
besoin de manger afin de maintenir un poids corporel. Elle agit directement sur le tronc
cérébral et I’hypothalamus en activant les neurones NPY [127] et également sur le systeme de
récompense de 1’aire tegmentale ventrale (VTA) afin d’augmenter la libération de la dopamine
ayant un effet oréxigene en favorisant la prise alimentaire et la consommation d’aliments
savoureux [127]. Il est a noter que la leptine procure des renseignements sur les besoins
énergétiques sur le long terme par des signaux toniques alors que la ghréline renseigne sur des

données a court terme par des signaux épisodiques générés lors de la prise alimentaire [128].

L’insuline est une protéine synthétisée au niveau des cellules B des ilots de Langerhans
dans le pancréas, réduisant la prise alimentaire en agissant sur ses récepteurs au cerveau alors
qu'elle a une action anabolique en périphérie [129]. Elle agit sur les transporteurs du glucose,

lui permettant de traverser la barriére hématoencéphalique (BHE) et d’entrer dans les cellules
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[130]. L’injection centrale d’insuline réduit la prise alimentaire et augmente la dépense
énergétique [130] tout en diminuant I’expression du NPY et en augmentant 1’expression de la
pro-opiomélanocortine (POMC) [131]. Ainsi, lorsque l'insuline augmente dans le sang aprés

un repas, elle augmente aussi de facon proportionnelle dans le cerveau [132].

L’amyline est une hormone pancréatique cosécrétée avec 1’insuline par les cellules
béta aprés un repas et qui participe a la régulation du glucose avec I’insuline en ralentissant la
vitesse de vidange gastrique [133]. Outre son rdle sur la vidange gastrique, 1’amyline pourrait
¢galement inhiber la prise alimentaire, I’activité¢ d'enzymes du tractus digestif et la sécrétion de
glucagon [134]. L’amyline périphérique est capable de traverser la barriere
hématoencéphalique [135] et jouer un role opposé a la ghréline, dans I’inhibition de la prise

alimentaire [136].

1.3.2. Signaux hormonaux centraux

Plusieurs signaux de nature nerveuse ou hormonale sont intégrés au niveau du SNC
afin de réguler les dépenses et les apports énergétiques. Ces derniers font appel a de nombreux
messagers;  neuromédiateurs, neuropeptides, peptides  digestifs, neuromessagers
(catécholamines) et hormones (cortisol, insuline, leptine, ghréline, hormones sexuelles) qui
permettent I’établissement d’une réponse métabolique et comportementale adaptée. Afin d’en
simplifier la lecture, nous avons regroupés ces signaux en 4 catégories : les neuropeptides, les

neurotransmetteurs, les opioides et les endocannabinoides.
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1.3.2.1. Neuropeptides

Le noyau arqué (ARC) de I’hypothalamus est reconnu pour intégrer la multiplicité des
signaux qui sont, soit d’origine peptidique ou non peptidique, a effets oréxigénique ou

anorexigénique et pour réguler I’appétit [137].

¢  Les orexigénes synthétisent des neurotransmetteurs qui stimulent la faim.
Parmi ceux-ci nous pouvons citer le neuropeptide Y (NPY), I’agouti-gene related peptide

(AGRP), le melanin concentrating hormone (MCH).

+  Les anorexigénes synthétisent des neurotransmetteurs qui inhibent la faim. Ce
sont la o-melanocyte stimulating hormone (a-MSH); les hormones gastro-intestinales : les
glucagon-like peptides (GLPs), le peptide YY (PYY), la cholécystokinine (CCK), la pro-

opiomélanocortine (POMC), la leptine et ’insuline.

v Les opioides ont leurs récepteurs qui se localisent dans les régions
hypothalamiques impliquées lors du controle de la prise alimentaire et dans le noyau
accumbens (NAc) [138]. IIs stimulent la prise alimentaire en intensifiant la sensation de faim
[139] mais c’est avant tout la palatabilité de la nourriture plutét que son contenu énergétique
qui active le systéme opioide [140]. A I’inverse, I’administration d’antagonistes des opiacés
diminue l'attraction de la nourriture sans affecter le gofit en ne venant pas activer le systéme de

récompense [141, 142].

1.3.2.2. Neurotransmetteurs

« La dopamine (DA) est le principal neuromédiateur de la composante

motivationnelle qui semble impliquer dans le syst¢eme de récompense et dans les processus de
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modulation du comportement alimentaire [143, 144]. Une inhibition des récepteurs de la DA
au niveau de I’hypothalamus stimule la prise alimentaire [145] alors qu’une stimulation des
ces récepteurs au niveau périfornical de I’hypothalamus est associée a une suppression de la

prise alimentaire [ 146, 147].

% La sérotonine est synthétisée a partir du tryptophane jouant un réle important
dans la régulation de la prise alimentaire [148] et en diminuant la sensation de faim [149]. La
sérotonine est également importante pour alléger 1’état de stress chez des animaux placés sous

diéte riche en gras et qui expriment un comportement de type anxieux [150].

¢ Endocannabinoides (eCB). Ce systéme est connu pour promouvoir la
consommation alimentaire au niveau central en agissant a la fois sur le syst¢éme mésolimbique
et sur le systéme hypothalamique [151, 152]. Les endocannabinoides (eCB) sont des dérivés
d’acides gras polyinsaturés a longues chaines (AGPI-LC) qui se retrouvent dans le cerveau et
particuliérement I’AA [153] qui possedent un effet oréxigene [152]. Ils ont été impliqués dans
les processus de neuroprotection et modulent le relargage des neurotransmetteurs comme la

dopamine [154].

Les mécanismes impliqués dans la détection et I’intégration de signaux métaboliques et
hormonaux au niveau du SNC sont trés finement controlés. Cette activation centrale de ce
systtme complexe, ou tous les signaux sont entrelacés, agit de manicre différente
dépendamment de la zone stimulée, du mode d’administration, de 1’état de jeline ou de satiété
et du type de populations neuronales spécifiques activé ou inhibé pour maintenir

I’homéostasie.
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1.3.3. Nutriments

Certains nutriments tels que les glucides, les protéines, les lipides, particulierement les
acides gras libres (AGL) peuvent également traverser la BHE grace a sa perméabilité et
atteindre I’hypothalamus. Les entrées d’énergie résultent de la quantité relative d’aliments
consommes provenant des 3 catégories de macronutriments qui différent par leur densité
énergétique: glucides (4 Kcal/g), lipides (9 Kcal/g) et protéines (4 Kcal/g) et qui sont digérés
puis transformés en nutriments plus simples (glucose, acides gras, acides aminés) pour ensuite
pénétrer dans les cellules et étre utilisés comme métabolites énergétiques.Dans le paragraphe
qui suit, nous allons détailler les différents nutriments et démontrer leurs effets en tant que

signaux nutritionnels

1.3.3.1. Les glucides

Du mot latin « glucis » qui signifie « doux », les glucides sont la principale source
d’énergie nécessaire au fonctionnement du cerveau et du systéme nerveux. La détection du
glucose est davantage étudié et mieux documenté dans 1’hypothalamus [155]. Mayer en 1953
[156] puis Louis-Sylvestre et Le Magnen en 1980 [157] ont observé que chacune des prises
alimentaires était précédée d’une légere hypoglycémie. Ils ont ainsi stipulé par La théorie
glucostatique que I'utilisation du glucose dans I’hypothalamus produit la sensation de satiété.
De méme que les organes et/ou tissus spécialisés peuvent détecter les variations de la glycémie
par le mécanisme de « glucose sensing », le tissu cérébral possede ses récepteurs « glucose
sensors » pouvant répondre aux fluctuations de la glycémie pour moduler la prise alimentaire.
Cette détection de I’hypoglycémie par le SNC induit des réponses périphériques par la

sécrétion de glucagon, des catécholamines ou hormones de croissance, de la stimulation de la
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production hépatique de glucose et de I’inhibition de la sécrétion d’insuline par un mécanisme

de « réponses de la contre régulation » [158, 159].

1.3.3.2. Les protéines

Du mot grec « protos » qui signifie « premier » ou « de premiere importance », les
protéines servent aux fonctions essentielles de la matiére vivante puisqu’elles sont des
constituants fondamentaux des cellules vivantes. Elles sont composées d’une vingtaine
d’acides aminés dont 8 sont dits « essentiels ». Elles peuvent étre utilisées en tant que source
d’énergie et produire un effet satié¢togene [160] lorsque 1’apport alimentaire en glucides et en
lipides est insuffisant. Grace a ces deux grandes théories, glucostatique et lipostatique, des
chercheurs ont émis d’autres hypothéses conduisant a la théorie aminostatique de Mellinkoff
[161] stipulant que la présence de nourriture dans le tube digestif entraine la libération d’un ou
de plusieurs polypeptides qui agissent sur I’hypothalamus pour inhiber la prise alimentaire en
agissant sur la satiété post prandiale. En d’autres termes, 1’augmentation des concentrations
plasmatiques circulantes des acides aminés par I’apport alimentaire riches en protéines régule

la prise alimentaire [162].

1.3.3.3. Les lipides

Du mot grec « lipos » qui signifie « graisse ». Mis a part la théorie glucostatique,
d’autres théories ont été énoncées pour tenter d’expliquer la complexité de la prise alimentaire.
Parmi celles-ci on peut citer la théorie lipostatique de Kennedy [163] stipulant qu’une
augmentation de la masse adipeuse (tissu adipeux) induit une sécrétion adipocytaire de

signaux anorexigénes (proportionnelle a la quantité de graisse) détectés par le SNC
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(I’hypothalamus) et entrainant en retour une diminution de la prise alimentaire, une perte de
poids ainsi qu'une augmentation de la dépense énergétique. En plus de leur haute densité
énergétique, les lipides sont trés agréables au goit puisqu’ils renforcent les aromes, stimulent
la sécrétion de la leptine exergant ainsi un effet inhibiteur sur la prise alimentaire dans le long
terme [84]. Les AGL en général sont reconnu non seulement comme étant des nutriments
essentiels mais ils jouent ¢galement un role important en tant que molécules de signalisation
[164] et de régulation de I’expression des genes modulant le métabolisme et 1I’inflammation
[165] en participant a 1’assimilation de molécules liposolubles importantes comme les
vitamines A, D, E et K [166]. Parmi ces AGL, il a été¢ énoncé que 1’accroissement rapide
d'ADH se produit au cours du développement prénatal chez les humains et les rats [167]. Le
déficit de celui et de I’AEP de la di¢te maternelle pendant la gestation, 1’allaitement et
I’alimentation de l'enfant augmente le risque du comportement de type anxieux a l'dge adulte
en raison de I’implication potentielle des mécanismes moléculaires [168]. Nous détaillerons

les lipides dans la section 1.4 réservée aux acides gras polyinsaturés.

1.3.4. Signaux liés aux facteurs émotionnels

Les émotions sont des réactions physiologiques, cognitives, comportementales et
typiques a I’humain. Ces processus font intervenir des facteurs psychoaffectifs tels que
I’humeur, I’anxiété, le stress psychologique, la dépression et ils ont tous une grande influence
sur le comportement alimentaire. Toutefois, il existe un lien important entre les facteurs
alimentaires et la santé mentale [169-171]. Parmi ces troubles psychologiques, nous nous

sommes intéressées plus particulierement a 1’anxiété et a la dépression.
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1.3.4.1. L’anxiété

Dérivé du latin anxietas, 1’anxiété est cliniquement définie comme un sentiment pénible
d’attente, une peur sans objet et la crainte d’un danger imprécis [172]. Lorsque 1’anxiété
induite est transitoire, elle entraine une activation du SNC et se caractérise par une réponse
adaptative face aux dangers permettant de fuir la source du danger ou encore de la combattre.
Par contre si ’anxiété induite est prolongée, ce comportement devient mal adapté et
pathologique pouvant ainsi hypothéquer le bon fonctionnement de I’individu. C’est un
concept-clé en psychologie, clairement discuté dans une revue scientifique mettant 1’accent sur
les aspects physiologiques, biologiques, psychosociaux et médicaux de sports de compétition
chez les jeunes [173]. Outre dans cet article, I’anxiété a été identifiée comme étant a la base de
nombreuses maladies et autres désordres mentaux [174]. La prévalence des troubles anxieux
en général au cours de la vie représente 6 a 29 % des troubles mentaux [175, 176]. Ils sont
associés a une comorbidité et sont extrémement invalidants [177]. Au Canada, environ 14
milliards de dollars par année sont alloués a la prise en charge des troubles anxieux [178]. La
multitude de publications sur l'anxiété tant chez les humains que chez les animaux a permis
d'approfondir notre compréhension sur ce phénoméne et de mieux cerner ce concept vu la
complexité qu’il provoque chez les scientifiques. Il est particuliérement difficile de définir
I’anxiété alors on peut comprendre que de la mesurer demeure une tache aussi complexe.
Toutefois, mesurer 1’anxiété comporte plusieurs intéréts. Il existe des expériences spécifiques

couramment utilisées pouvant évaluer 1’anxiété chez I’homme et chez I’animal.
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- Chez ’homme

La mesure de conductance de la peau « Galvanic Skin Response » fut I’un des outils
physiométriques utilisés afin d'évaluer I’anxiété en état d'éveil et l'activité du systeme
nerveux autonome. La mesure des pulsations cardiaques fut également une mesure
d'anxiété couramment employée en laboratoire. Bien que ces réactions physiologiques
soient généralement considérées comme une caractéristique importante de l'anxiété, les
tentatives afin de démontrer une concordance entre cette mesure physiologique de
conductance de la peau et celles des pulsations cardiaques associée au méme test d'anxiété
ont toutefois échouées [179]. Puisque les réactions physiologiques de l'anxiété ne
dépendent pas uniquement de l'intensité de I'éveil du systéme nerveux autonome mais
¢galement d'autres facteurs en dehors de la situation a laquelle le sujet est soumis,
Spielberger a proposé qu’il fallait déterminer les « évaluations cognitives » des individus
par rapport a leur perception d’un point de vue environnemental [180]. C’est ainsi que la
facilité d'administration d’un questionnaire et le résultat en deux volets de 'anxiété (du
trait : correspond a une caractéristique générale, stable, de la personnalité du sujet sans
rapport avec une situation spécifique et de I'état : est suscitée ponctuellement en réponse a
un contexte ou a une situation donnée) furent des caractéristiques favorisées dans tous les
milieux pour réaliser le test d’anxiété [181]. Dans sa version francaise, traduite par
Bergeron, Landry et Bélanger [174] de 1'Université de Montréal, ce test fut nommé « le
test d'Anxiété Situationnelle et de Trait d'Anxiété » (ASTA). Certains auteurs considere
I’anxiété de I’état comme une anxiété « normale » et non pathologique [182]. Elle
pourrait €tre assimilée au stress puisqu’elle permet a I’organisme d’étre alerté et en éveil

\

afin de s’adapter face a une modification brutale et inhabituelle de I’environnement.
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D’autres considérent toutefois I’anxiété du trait a une anxiété « pathologique » comme
étant un état chronique résultant de I’impossibilité pour 1I’organisme de réguler la stabilité
du milieu interne face a une situation anxiogéne [183]. L’anxiété pathologique peut aussi
étre considérée comme un exces d’anxiété « normale » [184, 185]. Les AG N-3 sont
bénéfiques pour la santé, la plupart ayant récemment amélioré l'humeur et diminué
I'anxiété [186]. Des études plus approfondies ont démontré que la chair des poissons
contenait une huile riche en N-3 et qu’elle diminuait significativement 1’anxiété [187].
Buydens-Branchey et al. dans une étude menée aupres des toxicomanes ont révélé qu’une
supplémentation de 3 mois en AEP et en ADH entraine une diminution significative de la

colere et de I’anxiété [50].

Méme lorsque les analogies entre I’homme et le rongeur sont souvent difficiles a établir,
des études ont permis d’identifier non seulement des réseaux neuronaux mais aussi des tests

comportementaux impliqués dans le traitement de 1’anxiété chez les animaux.

- Chez le rongeur

Chez I’animal et puisque la composante subjective des émotions n’est pas accessible, il est
admis que leur expression comportementale et les processus neurobiologiques qui les
accompagnent sont largement suffisants pour évaluer I’anxiété [188]. Ainsi, les parameétres
physiologiques (pression artérielle, rythme cardiaque) et comportementaux (évitement, fuite
ou immobilité) qui témoignent de 1’état anxieux chez I’animal (anxiété d’état), sont sensibles
aux anxiolytiques efficaces chez I’homme [189]. La littérature scientifique rapporte 2 types de
tests utilisés pour évaluer 1’état anxieux chez les rongeurs. Ce sont des expériences établies sur

des aversions naturelles (tests non conditionnés) et sur des aversions apprises (tests
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conditionnés). Les tests non conditionnés sont basés sur la réaction spontanée, soit innée de
I’animal face a une situation anxiogéne alors que les tests conditionnés nécessitent une phase
de conditionnement durant laquelle un stimulus neutre (signal lumineux) ou récompensant
(nourriture palatable ou drogue) est associ€¢ ou non a un stimulus aversif (choc électrique par
exemple). Le Tableau 1 résume les principales expériences conditionnés et inconditionnés
utilisés chez les rongeurs afin d’évaluer un état anxieux ainsi que les différents modéles
d’anxiété créés soit par manipulations génétiques, environnementales, nutritionnelles ou
pharmacologiques afin de produire un état d’anxiété pathologique (anxiété de trait ou modeles

de troubles anxieux).
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Tableau 1 : Représentation des différents tests et modeles d’anxiété développés chez les

rongeurs.

Modifiée d’aprés la revue de Sartori et al. [190].

Tests d’évaluation de I’état anxieux
aigu (anxiété d’état).

Modeéles d’anxiété chronique exagérée
(anxiété de trait).

Tests non conditionnés

= Tests basés sur le conflit approche-
évitement:

— Open-field

— Labyrinthe en croix surélevé
 Tests sociaux:

— Interactions sociales

— Compétitions sociales

2 Autres:
— Marble burying

Anxiété innée
2 Différences de souches
2 Modeéles génétiques

Manipulations environnementales

2 Elevage en conditions défavorables
— Séparation maternelle

— Sevrage précoce

2 Exposition chronique au stress

— Stress chronique 1éger

— Stress chronique social

Tests conditionnés

 Tests basés sur le conflit:
— Test d’aversion de place conditionnée

& Autres:
— Peur conditionnée
— Enfouissement défensif

Modéles nutritionnels

& Déficience en magnésium

Modéles pharmacologiques

2 Sevrage a une drogue

Etat d’anxiété aigu

2 Mode¢le pharmacologique

Ces tests sont prédictifs d’un phénotype et d’une activité anxiolytique chez 1’animal.

Dans nos études nous avons utilisé /’Open-field et le labyrinthe en croix surélevé. Ce sont des

tests d’évaluation de I’état anxieux et non conditionnés établis sur le conflit approche-

évitement.

Comme chez les humains, les AG N-3 ont démontré leurs bienfaits sur 1’état d’anxiété

de jeunes primates (non-humains), les Microcebes (Microcebus murinus). Les effets de 12

mois d’une supplémentation en AG N-3 ont été évalués sur les performances cognitives et
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d’anxiété [191]. Plus de la moitié des gens qui souffrent d’un trouble anxieux en tant que

diagnostic primaire souffrent également de symptomes dépressifs [22]

1.3.4.2. La dépression

La dépression est un trouble psychique qui se caractérise par la tristesse passagere
jusqu’a la dépression profonde [192] en passant par différents symptomes tels que des
sentiments de désespoir, d’impuissance, d’inutilité et une incapacité a éprouver du plaisir. Elle
provoque des difficultés cognitives comme des problemes de concentration, des changements
comportementaux tels que des modifications du comportement alimentaire (perte de goft,
d’appétit) et sexuel (absence de libido), des ralentissements de I’activité psychomotrice, et des
manifestations physiques regroupant par exemple des perturbations du sommeil et la perte de

poids [193].

Le développement des modéles animaux est nécessaire pour saisir divers aspects de la
pathologie humaine, comme des changements physiologiques ou comportementaux mais aussi
pour mieux comprendre la dynamique des effets thérapeutiques. Certains critéres ont été
proposés afin d’établir le bon modele animal de pathologie [194] parmi lesquels on distingue
des modeles fondés sur le stress, les interactions sociales et d’injections chroniques de
corticostérone. Idéalement afin d’établir un modele animal de pathologie humaine il faudrait
avoir comme fondement des causes et des symptomes identiques répondant aux mémes
traitements en tenant compte des comorbidités décrites en clinique. Il a été démontré qu’il
existe un lien entre le stress et la dépression [195]. Ceci s’explique par I’exposition répétée a
des agents stressants ayant pour conséquence la dépression [196]. Dans cette perspective, des
stress peuvent étre appliqués chez le rongeur afin d’évaluer leur état de dépression. L’état

25



dépressif se définit par le désespoir comportemental de la souris de ne pouvoir s’échapper de
cette situation de stress. Dans cette situation, la souris cesse toute tentative d’évasion et
devient immobile [197]. A ’heure actuelle, I’'un des modéles les plus utilisés est le modéle de
résignation apprise. Ce modele consiste a soumettre 1’animal a un stress en le suspendant par
la queue a un accroc. Ce test est communément appelé « Tail suspension test » [198] voir
annexe Figure 22. Le comportement de résignation est évalu¢ en analysant les performances
des animaux dans un contexte ou ils ne peuvent s’échapper du stress infligé. Le test est d’une
durée d’environ 6 minutes et le temps d’immobilité de la souris est enregistré par un logiciel
concu a cet effet. Chaque souris est suspendue par la queue au moyen d’un ruban adhésif
magnétique reli¢ a un crochet qui enregistre tous les mouvements de la souris et les transmet a
une unité centrale qui numérise les signaux. Cette attitude d’immobilité a été inventée a
I’origine par Porsolt en 1978 [199] qui I’a décrite comme « le désespoir comportemental »
autrement dit, que les animaux ont « renoncé a I’espoir de s’échapper ». Durant ces derniéres
années, le test de suspension caudale a souvent été utilisé en tant que modéele pour I’évaluation
de I’état de dépression chez les souris [200]. Le comportement de résignation est affecté dans
différents modeles animaux de dépression comme ceux induits par des stress chroniques
répétés ou encore par un stress prénatal [201, 202]. Il faut toutefois garder a I’esprit que tout
modele animal d’une pathologie psychiatrique humaine est limité. En effet, le modéle animal
fondé sur la suspension caudale n’est pas une simulation réaliste de la pathologie humaine.
Toutefois, il permet de reproduire certaines altérations comportementales et neurobiologiques

semblables a celles observées dans la pathologie humaine.

L’engouement pour leur intérét nutritionnel ne faisant que croitre, les nombreuses

¢tudes qui en découlent impliquent dorénavant les N-3 dans de nombreux mécanismes
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physiologiques [203, 204] et ils semblent diminuer les symptomes de plusieurs maladies du
systéme nerveux telle que la dépression [170, 200, 205-207]. Puisque la consommation en N-3
a diminué dans la plupart des populations, la fréquence de la dépression majeure a pour sa part
considérablement augmenté [208]. Ce constat est appuyé en considérant les pays cotiers (la
Norvege, le Japon) ou la consommation de poisson est importante et ou le pourcentage de
dépression est faible [207]. Les études comparatives internationales sur la prévalence de la
dépression majeure rapportées par Weissman et ses collegues [209] sont parmi les données
nationales transversales disponibles les plus fiables. Toutefois, les auteurs ont pris le soin de
mentionner dans leur conclusion que cette corrélation entre la faible consommation apparente
de poissons et I’augmentation de la prévalence annuelle de la dépression majeure ne démontre
pas que la consommation de poisson puisse causer des différences dans la prévalence de la
dépression majeure. Divers autres facteurs (culturels, économiques, sociaux) peuvent
confondre cette simple relation de corrélation. Chiu et al. [210] ont quant a eux émis
I’hypothese que I’humeur dépressive survenant chez la femme en postpartum serait liée au fait
que I’enfant ait épuisé les réserves de la mere en N-3. Chez des rats soumis a un stress, une
supplémentation chronique en AGPI N-3 dans une phase précoce du développement du
cerveau (du 21° au 134° jour de vie) prévient ’apparition des comportements liés a I’anxiété
et a la dépression ainsi qu’aux troubles d’apprentissage et de la mémoire [211]. L’ensemble de
ces résultats ont donné lieu a des recommandations portant sur 1’apport bénéfique d’huile de

poisson riche en N-3 dans la lutte contre la dépression [210].

Mis a part des signaux internes et ceux liés aux facteurs émotionnels, plusieurs facteurs
pourraient étre considérés comme étant des signaux externes difficilement contrdlables ou

mesurables [212]. Parmi ces signaux pouvant influencer la balance énergétique, nous pouvons
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citer des facteurs d’ordre socio-¢conomiques ou cognitif, les habitudes culturelles et

alimentaires.

1.3.5 Signaux externes

Aujourd’hui, nous sommes continuellement influencé par différents stimuli nous
incitant a consommer des produits alimentaires a haute densité calorique, au golt agréable
mais trop souvent riches en gras et en sucre [213, 214] pouvant influencer la balance
énergétique et causer 1’obésité [215]. De plus, les humains ne brilent plus des milliers de
calories quotidiennement pour accéder a leur nourriture puisqu’elle est a la portée de la plupart
d’entre nous. Cette disponibilit¢ alimentaire et 1’abondance d’aliments variés viennent
renforcer la surconsommation déja induite par des aliments savoureux [216] et ce, sans oublier
I’accessibilité des aliments [217, 218] favorisant le développement de I’obésité. Nous
combattons un environnement obésogéne qui nous envoie sans cesse des signaux nous incitant

a manger constamment.

Outre les facteurs liés a I’environnement général celui in utéro est une étape de
développement du feetus qui intervient de maniére significative dans 1’apparition ou non de
surpoids et de maladies chroniques. Barker fut d’ailleurs le premier a émettre I’hypothese de la
« pierre angulaire » en stipulant qu’une sous-alimentation feetale augmente les risques
d’apparition de surpoids associé¢ a une incidence plus fréquente des MCV a I’age adulte [219].
C’est pourquoi, si le développement d’un individu se divise en plusieurs stades critiques,
souvent limités et brefs, les mécanismes de développement du SNC ne sont pas les mémes en
périodes postnatale et prénatale. Selon le concept général de programmation feetale, un

stimulus ou un stress quelconque survenant durant les périodes critiques du développement
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pourrait entrainer des conséquences a long terme sur les descendants et cela méme aprés la
disparition du stimulus déclencheur [220, 221]. Plus spécifiquement, Plagemann a proposé le
concept de la « programmation périnatale » pour le fonctionnement des systémes de
régulation et il a démontré qu’on pouvait prévenir 1’obésité durant cette période [222]. Pour sa
part Lucas, a réalis¢ que la nutrition précoce pouvait influencer prématurément le
développement de I’individu en causant des modifications physiologiques et métaboliques
durables [223] d’ou I’appellation de « programmation métabolique ». La figure 5 représente
les différentes périodes critiques de développement au cours desquelles se produirait la
programmation intra-utérine. La période périnatale, comprenant la période prénatale et post-
natale jusqu’au sevrage, représente une phase critique du développement puisque pendant
cette période, la plasticité cellulaire est maximale et que la sensibilit¢ de I’individu aux
différents facteurs s’accroit.

Période
3 i post-
Période pré-natale natale ———

0% 50% 100% Sevrage
(conception) (Naissance)

Age gestationnel, (pourcentage, %)

Figure 5: Périodes critiques du développement au cours desquelles se produirait la

programmation intra-utérine. D’apres [Source : d’apres Fowden et al. [220]].
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Plusieurs hypotheéses ont été proposées afin d’expliquer D’existence de 1’obésité
pouvant étre  génétiques et épigénétiques, psychologiques, endocriniennes ou
environnementales [224-226]. Dans les années 60, Neel a émis 1’hypothése que ces altérations
surviennent prématurément par les modifications au niveau des genes, d’ou I’hypothése d’un «
génotype économe » [227]. D’autres auteurs généralisent ce concept en « phénotype économe
» puisqu’ils consideérent qu’une restriction alimentaire en nutriments aura des conséquences
néfastes sur la croissance feetale en régulant le métabolisme de la sécrétion de 1’insuline et du
glucose dans le but ultime de permettre a ’organisme de survivre a de futures conditions
nutritionnelles restreintes [228]. Dans un contexte plus large, des auteurs ont proposé un cadre
conceptuel décrivant I’implication de cette programmation par D’apparition du syndrome
métabolique en altérant la physiologie de plusieurs organes. Parmi les organes impliqués on
retient le tissu adipeux, le muscle, le foie, le pancréas, le systeme cardiovasculaire, le cerveau.
La figure 6 représente le rdle contribuant de 1’environnement materno-feetal sous-optimal
(carences alimentaires, diabete gestationnel, obésité maternelle) dans la programmation du

développement du métabolisme énergétique cellulaire en faveur du stockage lipidique.
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Environnement nutritionnel foeto-maternel sous-optimal
Carences alimentaires maternelle, diabéte gestationnel, obésité maternelle

|

Programmation
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Métabolisme de I’énergie cellulaire

Métabolisme du glucose et des lipides, biogenése mitochondriale
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Motivation alimentaire
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Résistance a l'insuline et/ou diabéte de type 2 Hyperglycémie Hyperinsulinémie Maladies cardiovasculaires Obésité, diabete

Figure 6 : Role de I’environnemement foeto-maternel sur la programmation métabolique en

faveur de la réserve des lipides Image modifiée [229].

Afin de simplifier la lecture de cette these et dans une perspective plus précise de
neuroscience nutritionnelle, nous allons nous intéresser au cerveau. Les carences alimentaires
maternelles pour certains nutriments essentiels comme les AGPI altérent le métabolisme
énergétique entrainant ainsi des troubles émotionnels et de motivation alimentaire pouvant
développer I’obésité et le diabete chez la progéniture. Le prochain chapitre fera état des
connaissances sur les AG et en particulier des N-3 et des récepteurs membranaires spécifiques

auxquels ils sont liés.
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1.4. Acides Gras polyinsaturés

1.4.1. Classification

Les AG en général sont des molécules organiques composées d’une chaine carbonée
variant le plus souvent entre 12 et 22 atomes de carbone, d’un groupement carboxyle (COOH)
et d’un groupement méthyle (CH3) aux extrémités terminales. En fonction du nombre de
carbone, on distingue les AG a courte chalne (moins de 6 atomes de carbone), a chaine
moyenne (6 a 12 atomes de carbone), les acides gras a chaine longue (AGLC) (12 a 24 atomes
de carbones) et finalement des acides gras a trés longue chaine comptant plus de 24 atomes de
carbone [230]. Lorsque la chaine carbonée est dépourvue de doubles liaisons les AG sont
appelées des acides gras saturés (AGS) et lorsqu’elle présente une ou plusieurs doubles
liaisons on les nomme des acides gras insaturés (AGI). Les AGI sont divisé en acides gras
monoinsaturés (AGMI) puisqu’ils contiennent une insaturation carbone-carbone et des acides
gras polyinsaturés (AGPI) dont la chaine hydrocarbonée contient au moins 2 insaturations (ou

doubles liaisons)

Acides gras saturés (AGS)

Extrémité Extrémité

méthyle ? carboxyle
OH

Acides gras mono-insaturés (AGMI)
3Q/Q\Q/Q\Q/O\O/ Q@ b 9 9 "
Une insaturation (double liaison éthylénique de configuration cis)

Figure 7 : Structure des principales familles d’acides gras Source adaptée [231].
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Dans la représentation schématique des AG, la chaine hydrocarbonée est représentée
par une succession de sphéres (atomes de carbone) reliées entre elles par des liaisons

covalentes.

La classification des AGPI s’établie en 3 familles, les AGPI de la série N-3 (oméga 3,
®-3) provenant de 1’acide alpha-linolénique (ALA), ceux de la série N-6 (oméga-6, ®-6)
provenant de 1’acide linoléique (LA) et ceux de la série N-9 (oméga-9, ®-9). La différence
entre ces familles vient de la position de la premiére double liaison a partir de 1’extrémité
méthyle terminale de I’AG se situant entre le 3° et le 4° carbone pour les AGPI N-3, entre le 6°
et le 7° carbone pour les AGPI N-6 et entre le 9° et le 10° pour les AGPI N-9. Par exemple, le
18:2n-6 est composé de 18 atomes de carbone, 2 doubles liaisons et la position de la premiére
double liaison est sur le carbone 6. Pour le 18 :3n-3, il est composé de 18 atomes de carbone, 3

doubles liaisons et la position de la premiére double liaison se situe sur le carbone 3.

Ho H2

. C
C _C\ C =C C\ / N\ 7
C - SN /T N\e C
Hac \C/ \C/C c \¢ C\C
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Acide linoléique 18:2 n-6 ou w6

y H H H2  H2 H2
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Figure 8 : Formule chimique des acides gras polyinsaturés. Schéma extrait de www.123bio.net
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1.4.2. Sources

L’acide linoléique (LA) et a-linolénique (ALA) sont les seules sources d’acides gras
polyinsaturés a longues chaines (AGPI-LC). Les vertébrés sont incapables d’effectuer la
synthése de novo de ces deux AGPI essentiels puisqu’ils doivent provenir de 1’alimentation
[232]. Parmi les sources alimentaires les plus riches en AGPI-LC N-3 qui sont composés
d’acide ¢éicosapentaénoique (APE) et d’acide docosahéxaénoique (ADH), nous pouvons
nommer tous les poissons gras d’eau froide tel le saumon, le maquereau, la sardine et le thon
(faibles en gras saturés mais riches en nutriments, protéines) [233, 234] ainsi que les graines
de lin, de chanvre et les noix [235]. Les produits animaux comme la viande, la volaille, les
ceufs et le lait contiennent majoritairement des dérivés N-6 et des quantités variables de N-3

selon le régime de ces animaux [236].

L’ALA est une source alimentaire limitée répondant aux besoins de 1’organisme en
ADH et plus particulierement le SNC [237]. Les études ont démontré chez I’homme adulte
que le taux de conversion du ALA, 18:3n-3 en ADH est inférieur a 1 % [238]. Toutefois, ce
taux est plus élevé chez la femme (probablement en raison du statut hormonal et des
cestrogeénes) [239]. Selon les recommandations de ’OMS, les AGS, mono et polyinsaturés
doivent représenter respectivement moins de 10 %, entre 10-15 % et 5-10 % de 1’énergie
fournie par les lipides. Actuellement on estime qu’environ 67-75 mg/jour d’ADH sont
accumulés in utero pendant le dernier trimestre de gestation [240, 241]. A cet effets, les
recommandations cliniques pour la supplémentation pendant la grossesse sont communes

quoique les sources et les doses soient variables [242].
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1.4.3. Roles

Le premier role des AGPI est d’intervenir directement au sein de la fluidité
membranaire, la perméabilit¢ membranaire ainsi que dans les nombreuses voies de
signalisation intracellulaire [243, 244]. Plus le degré d’insaturation des AGPI est élevé et plus
la membrane est flexible [245]. La multiplicité de leurs roles dans de nombreux processus
physiologiques leur confére une importance sur la santé et les maladies chroniques comme la
régulation du taux plasmatique de lipides [246, 247], des fonctions immunitaires [248, 249] et
du risque de diabéte ou d’obésité [35, 250-252]. IIs ont été également impliqué dans les
fonctions visuelles [243, 244, 253-255], cognitives [256-262], du flux membranaire [15] et

I’agrégation plaquettaire [205].

1.4.4. Voies métaboliques

La figure 10 illustre la voie de biosynthése des AGPI a partir des deux précurseurs
indispensables 1’acide linoléique, (LA; 18:2n-6) un précurseur métabolique pour les AG N-6
et I’acide a-linolénique (ALA; 18:3n-3) pour les N-3 qui sont exclusivement d’origine
végétale et ne sont pas synthétisés par les vertébrés. Il est a noter ici que contrairement aux
cellules végétales, les mammiferes ne possedent pas les désaturases Al12 et A15 permettant
d’introduire des doubles liaisons a I’extrémité méthyle. C’est ainsi que 1’acide arachidonique
(AA; 20:4n-6) est synthétis¢ a partir de LA et qu’a partir de ALA les acides
eicosapentaénoique (APE; 20:5n-3) et 1’acide docosahexaénoique (ADH; 22:6n-3) le sont

aussl.

L’acide docosapentaénoique (ADP; 22:5n-3,) est d’abord allongé en acide

tétracosapentaénoique (ATP; 24:5 n-3) pour ensuite étre désaturé sous 1’action de la A6
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désaturase afin de produire 1’acide tétracosahexaénoique (ATH; 24:6 n-3). Finalement, ’ATH
est transféré dans les peroxysomes pour générer 1’acide docosahexaénoique (ADH; 22:6n-3)

sous I’action d’une B-oxydation.

Animaux, végétaux,

1
' Animaux
bactéries aérobies '
A9 | A6 ¢ A5 e
160 —» 161 | —»16:2 —>» 182 —>» 18:3 —» 20:3 ---9»204 n-7
1
|
A9 . A6 € A5
18:0 —» 181 ' —» 18:2—» 20:2 —» 20:3 n-9
""""""""" ! A6 .
A12 l oga— ) 245
|
< 11— 183—>» 20:3 —>» 20:4 —» 2214 22|:5
i A .
Végétaux i RS !
A15 !
i 24:5 A6 p 24:6
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Figure 9 : Biosynthese des acides gras d’origines animale et végétale.

Source adaptée : [263].
Le symbole A indique une désaturation avec la place de la double liaison introduite a partir du

groupe carboxyle COOH. Le symbole ¢ indique une élongation. Les familles n-7 et n-9 ne sont
pas essentielles puisque leur précurseur est synthétisable par I’homme et I’animal. Les acides

gras des familles n-6 et n-3 constituent les acides gras essentiels.

- Catabolisme oxydatif

Les AGPI a 20 atomes de carbone [acide dihomo-a-linolénique (DGLA, 20:3n-6) ARA]
conduisent a la formation de puissants médiateurs de la signalisation cellulaire (les
¢icosanoides) suite a des processus enzymatiques d’oxygénation, d’hydroxylation et de

peroxydation. Parmi les éicosanoides on retrouve les prostaglandines, les leucotriénes et les
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thromboxanes [231]. Les leucotriénes et la prostaglandine E2 (PGE2) exercent des effets pro-
inflammatoires par les monocytes, macrophages, basophiles, mastocytes et neutrophiles [264].
A T’opposé, la conversion enzymatique de I’APE et de I’ADH conduit a la formation de
résolvines et de neuroprotectines jouant respectivement un rdle anti-inflammatoire et anti-
apoptotique dans le cerveau [265]. Les thromboxanes (TX) sont vasoconstricteurs et de
puissants agents hypertenseurs puisqu’ils facilitent aussi 1’agrégation plaquettaire. Leur nom

provient de leur réle dans la formation du caillot (thrombose).

1.4.5 Effets bénéfiques connus pour la santé

Parmi les AGPI, les N-3 sont apparus comme étant des lipides d’une importance
prioritaire pour la santé¢ humaine. Une consommation d’au moins de 250-500 mg/jour d’ADH
pour les adultes en bonne santé apparente est recommandée. Cependant jusqu’a ce qu’un
consensus sur les apports nutritionnels de référence (ANREF, ou Dietary Reference Intakes
DRI) ne soit établi, les professionnels de la santé continueront a exprimer des réserves sur les
recommandations pour la consommation optimale d’ADH. Bien qu’aucune autre autorité n’ait
rapporté d’effets indésirables avec des niveaux de consommation ne dépassant 5-6 g/jour
d’APE et d’ADH [266, 267], la «Food and Drug Administration» (FDA) a déclaré que des

niveaux n’excédant pas 3 g/jour sont reconnus comme étant sécuritaires [268].

1.4.5.1. Les oméga-3 et les maladies cardiovasculaires, diabéte, obésité

Les premiers effets bénéfiques des N-3 ont été décrits dans les cas de MCV et plus
particulierement de maladies coronariennes [269] pour la prévention de la thrombose [270] et

de I’athérosclérose [271] associée a un effet anti arythmique [272]. Deux études en prévention
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primaire [273, 274] ont démontré respectivement que les sujets dont la concentration sérique
en N-3 est plus forte bénéficient d’une réduction de 81 % du risque de mort subite et qu’une
consommation en N-3 supérieure a 0,7 g par jour permettait une réduction de 40 % du risque
coronarien. Une recherche en prévention secondaire [273] faite sur des personnes ayant
survécu a un premier accident cardiovasculaire (ACV) a révélé que chez des survivants
d’infarctus du myocarde (IDM), une supplémentation en N-3 associée a une dicte
méditerranéenne entrainait une réduction de 23 % du risque de mort subite sur une période de

3.5 ans.

Il est maintenant bien admis par la recherche médicale que la meilleure prévention et le
meilleur traitement du diabéte passent également par une approche nutritionnelle. Ainsi,
[’American Diabetes Association recommande un apport d’huile de poisson riche en N-3 aux
patients souffrant du diabete. Une étude norvégienne a démontré que la prise d’huile de foie de
morue riche en N-3 par de jeunes enfants diminue de fagon significative le risque de
développer ultérieurement un diabete [275]. Il a d’ailleurs été établi que la prise quotidienne

d’huile de poisson avait un effet neuroprotecteur face aux complications du diabéte [276].

Une étude menée chez des rats nourris soit avec un mélange de lard et d’huile d’olive
sans N-3 ou avec des huiles de poisson qui ne différent que par la quantit¢ d’AGPI de 20 ou
40 % N-3, a démontré apres 4 semaines sur ces régimes que ceux nourris avec 1’huile de
poisson présentaient un tissu adipeux de 2 a 5 fois moins importants par la réduction du
volume des adipocytes. Une supplémentation en N-3 (APE/ADH) produit une action directe

sur le tissu adipeux « antiadipogénique » et ce, par une diminution de la prolifération des
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adipocytes et celle des réserves de graisses activée par une augmentation de la béta oxydation

et par une diminution de I’activité de I’AG synthétase [277].

1.4.5.2 Les oméga-3 et ’anxiété, la dépression, les troubles neurologiques

Une fonction antistress a été attribuée a ces acides gras [211]. Le stress se rapporte a
I’adaptation fonctionnelle organique causée par une pression extérieure. La fonction antistress
évoquée dans notre travail se rapporte a la capacité qu’ont les acides gras oméga-3
d’influencer I’ensemble de la chaine des réactions biologiques conduisant au stress. La
littérature scientifique rapporte que la supplémentation d’un régime en AGPI N-3 peut non
seulement contrecarrer 1’effet anxiogénique produit par un agent stressant mais peut é¢galement
réduire drastiquement le niveau plasmatique de corticostérone (hormone liée au stress) [278]
Sawazaki et al. ont réalisé une étude auprés d’étudiants en médecine soumis a des stress
d’examen et a qui on donnait un supplément d’ADH en capsules (soit 1.5 g/jour). Au terme de
9 semaines et apres plus de 20 examens stressants, la prise d’ADH avait modifi¢ le niveau
plasmatique des catécholamines (épinéphrine, norépinéphrine et dopamine) et de cortisol. IIs
en ont conclu que ces effets d’ADH peuvent étre appliqués aux personnes exposées aux stress
psychologiques de moins longue durée dans le but de prévenir les maladies liées au stress
[279]. Néanmoins, le mécanisme précis par lequel ils induisent cet effet reste encore méconnu.
Afin de déterminer si les AGPI N-3 diminuent la production de cytokine pro-inflammatoire et
des symptomes dépressifs et d’anxiété chez les jeunes adultes en santé, Kiecolt-Glaser et al.
[280] ont mené une étude de controle randomisé pendant 12 semaines aupres des étudiants en
médecine. Les participants ont fourni des échantillons sanguins en série au cours des périodes

de stress minime ainsi que durant les jours précédant un examen trés stressant. Ils ont regu des
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capsules de placebo ou des capsules de suppléments en AGPI ®-3 (2,5 g/j, AEP et ADH) qui
reflétaient les proportions d’AG dans le régime alimentaire américain typique.
Comparativement aux témoins, les étudiants ayant recu les AGPI N-3 ont démontré une
diminution de 14 % en lipopolysaccharides (LPS) venant stimuler la production de
I’interleukine 6 (IL-6) et réduire de 20 % des symptomes d’anxiété sans changement
significatif des symptomes dépressifs. Ces données suggerent que la supplémentation en N-3
peuvent réduire I’inflammation et ’anxiété et ce, méme parmi les jeunes adultes en santé
[280]. Une autre étude Néo-Z¢landaise plus ancienne a conclu que les AG oméga-3 pourraient
jouer un role de stabilisateurs de I’humeur puisqu'il existait une corrélation entre la perception
personnelle d’un meilleur état de santé mentale, physique et la consommation de poisson
[281]. Le role potentiel des N-3 et en particulier de I’ADH provoque ou procure une réaction
pouvant prévenir et traiter le déclin cognitif [258, 282]. Un déficit alimentaire en AGPI N-3
trés tot dans la vie est associé¢ aux Troubles du déficit de D’attention avec hyperactivité
(TDAH) pendant I’enfance [283]. C’est ainsi qu’une étude avait pour objectif de déterminer la
composition des AG ainsi que l'efficacité et I'innocuité d’une supplémentation en AGPI N-3
sur les symptomes cliniques de TDAH d’enfants canadiens frangais du primaire. Les
chercheurs de cette étude randomisée a double aveugle ont conclu qu’un sous-groupe
d’enfants ayant un TDAH et qui ont pris le supplément d’AGPI N-3 ont réussi a controler
leurs symptomes et a maintenir ce contrdle. Ils ont également conclu que I’innocuité et la
tolérabilité des AGPI N-3, mais les changements observés étaient limités dans le profil d’AG
des Canadiens frangais ayant un TDAH. Colter et al. ont également établi dans leur étude une
corrélation entre le statut déficitaire en AGPI et des niveaux élevés d’hyperactivité chez des

enfants d’age préscolaire [284]. La recension des écrits sur des études cliniques et sur chez les
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animaux rapporte les effets de la carence ou de supplémentation alimentaire en AGPI N-3 sur
le comportement et elle attribue une fonction antistress possible de ces AG. Cependant, le

mécanisme précis de cet effet antistress des AG n’est pas encore bien documenté.

Précisons toutefois, que divers travaux ont analysé les relations entre le statut en acides
gras N-3 et des facteurs comportementaux tels que le stress ou I’humeur. Comme référence
précédemment, Silvers et Scott dans I’étude Néo-Z¢landaise [281], ont rapporté une meilleure
perception personnelle de [’état de santé mentale et physique proportionnelle a la
consommation de poisson. Toutefois, une autre étude chez les humains démontrait que la
consommation de poissons n’améliorait pas I’humeur de personnes non dépressives [285]. 1l
se pourrait que l'augmentation de la consommation de poisson contenant les AG N-3 chez les
personnes saines sans symptomes dépressifs n’ait donc aucun effet important sur 'humeur. Il
faudrait considérer également dans les études humaines, comme [’ont rapporté Buynitsky et
Mostofky [286] que les adaptations de 1'axe HPA a un stress chronique semble étre dépendant
du type, de la fréquence, la durée et de l'intensité du stress. Un autre point important a
souligner, est que le poisson en plus d’étre riche en N-3 contient d’autres composants pouvant
¢galement étre responsables d’effets bénéfiques. Tel par exemple 1’iode, le sélénium, la
vitamine B12, entre autres, dont I’impact sur le cerveau est considérable. Pour toutes ces
raisons, nous avons donc pris le soin de rédiger que les oméga-3 permettraient de réduire le

stress.

1.4.5.3. Importance ratio N-6/ N-3

Les deux familles d’AGPI, N-6 et N-3 ne sont pas interconvertibles mais leurs voies de

synthése entrent en compétition puisqu’elles utilisent les mémes désaturases et ¢longases, ce
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qui implique un effet de « balance métabolique » entre ces deux familles [287]. Un
déséquilibre des apports en AGPI N-6 et N-3 n’est pas sans conséquences sur I’ensemble des
systtmes physiologiques de notre organisme puisqu’un ratio N-6/N-3 ¢élevé favorise la
fréquence de nombreuses maladies chroniques telles que les maladies inflammatoires [56], les
MCYV [57], "ostéoporose [288], les cancers [289], le diabéte ou 1’obésité [58], la dépression
[59], la dégénérescence maculaire liée a 1’age (DMLA) [290] et la maladie d’ Alzheimer (MA)
[291]. Cette concurrence de proportion entre les N-6 et les N-3 dans la composition
membranaire survient également en cas de déficit alimentaire en ADH pouvant entrainer des
risques majeurs pour le bon fonctionnement neuronal de différents organes [292]. Les N-3
permettraient de réduire le stress oxydatif dont I’augmentation des apports alimentaires en N-3
par rapport aux N-6 provoquent une augmentation de la production d’enzymes antioxydantes
et I’arrét de la production d’especes réactives oxygénées et azotées (radicaux libres) [293].
Une supplémentation alimentaire avec des doses croissantes d’ALA induit
I’accumulation plasmatique d’APE sans pour autant augmenter la teneur plasmatique en ADH
[294]. Toutefois I’apport excessif en LA, au détriment de ’ALA, provoque une augmentation
de la synthese et de I’incorporation de ’AA dans les phospholipides membranaires de
différents organes comme le foie, le tissu nerveux et ceci au détriment des dérivés supérieurs
des N-3 tel que I’APE et I’ADH. Cette augmentation de la synthése de I’AA inhibe par affinité
enzymatique la biosyntheése des AGPI a longue chaine, a savoir la bioconversion de I’APE
(réduction synthese). Ainsi, ’augmentation de la syntheése de I’AA entraine une augmentation
de la synthése de I’ADP, qui par affinité enzymatique, en particulier pour les désaturases,
réduit la synthése de I’ADH. Lorsque ce déséquilibre survient, [’augmentation de

I’incorporation de I’AA dans les phospholipides membranaires au détriment des dérivés
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supérieurs en N-3 s’effectue dans I’ensemble des membranes tissulaires de 1’organisme et en
particulier dans le tissu nerveux pendant la période périnatale de développement cérébral.
C’est pour cette raison que le rapport LA/ALA est un facteur important de 1’équilibre

nutritionnel en AGPI N-6 et N-3 durant cette période.

Apport alimentaire en oméga 6 Apport alimentaire en oméga 3

Acide linoléique (LA) Acide a-linolénique (ALA)
ﬁ.ni

Acide arachidonique (AA) | Acide éicosapentaénoique (EPA)

(20:4w6) augmentation synthése y ‘) ’ (20:5w3) réduction synthese

J l

Acide docosapentaénoique (ADP) <«——» Acide docosahexaénoique (ADH)

()

(22:5w6) augmentation synthése (22:603) réduction synthese
Figure 10 : Conséquences d’un apport alimentaire déséquilibré en acide linoléique/acide a-

linolénique sur la biosynthése des AGPI a longues chaines. Source : [231]
1.4.6. Importance pour le cerveau

Dans une évaluation réalisée par Delplanque et al. (2012) sur la maniere dont I’ALA
peut améliorer le contenu cérébral de jeunes rats males nés de meres carencées, les auteurs ont
rapporté que les produits laitiers sans mélange de gras mais enrichis en ALA semblaient étre
une stratégie intéressante pour atteindre les niveaux optimaux en ADH dans le cerveau en
période post-sevrage chez le rat [295]. Neuringer et al. ont quant & eux démontré chez des
singes rhésus femelles gravides placées sous régime déficitaire en N-3 une faible réduction des
taux en N-3 parmi les lipides plasmatiques. Les taux plasmatiques d’ADH étaient plus élevés

chez les nouveau-nés que chez leur mere et ce, malgré des taux réduits [296]. Cela explique
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comment I’organisme, méme en cas de déplétion, achemine ses réserves vers le feetus au
détriment de la meére puisque le foetus et le placenta dépendent entiérement de 1’apport

maternel en ADH pour la croissance et le développement du feetus [42].

1.4.6.1. Statut lipidique cérébral

Le métabolisme lipidique tant dans la structure que dans le fonctionnement cérébral
joue donc un rdle déterminant [297]. Apres le tissu adipeux le cerveau est 1’organe qui
contient la plus forte proportion de lipides, soit de plus de la moiti¢ du poids sec de 1’organe
[298]. Environ le tiers (33 %) d’AGPI, particuliérement I’ADH qui compte a lui seul 50 % des
AGPI cérébraux constituent les phospholipides membranaires des cellules du SNC et la
composition de cette bicouche phospholipidique des membranes cérébrales est influencée par

ces apports [299].

1.4.6.2 Mode de transport

Lors de la digestion les lipides alimentaires sont digérés au niveau du tube digestif par
les enzymes pancréatiques et des sels biliaires afin de former les micelles mixtes contenant des
AGL et des 2-mono-acylglycérols. Durant leur absorption dans I’intestin gréle par les
entérocytes, ils sont acheminés vers le réticulum endoplasmique ou ils sont recombinés en
triacylglycérols puis transportés vers les tissus utilisateurs et le tissu adipeux sous formes de
chylomicrons. Les lipides alimentaires parviennent donc dans la circulation systémique sous
forme de chylomicrons par voie lymphatique (sans passer par le foie) ou encore directement
au foie s’il s’agit de triglycérides a chaines moyennes. Les AGL issus de la lipolyse sont li¢s a

I’albumine et libérés dans le plasma.
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Le transport de composés essentiels et de nutriments entre la mere et le feetus se fait a
travers le placenta [300]. Des études intéressantes ont pu démontrer que le cerveau peut
rapidement capter des AG tels que I’ADH, I’AA et I’acide palmitique lorsqu’ils sont libérés a
partir de 1’albumine [301]. Toutefois, le type d’AG et le mode de livraison sont des conditions

sine qua non pour traverser la barriére hématoencéphalique (BHE).

++ Barriére Hématoencéphalique (BHE)

Cette barriere a été décrite pour la premicre fois en 1885 par Paul Ehrlich [302] qui a
observé que certains colorants injectés par voie intraveineuse se retrouvaient au niveau du
parenchyme cérébral. Cette barriére est représentée anatomiquement par une couche
endothéliale de cellules qui sont scellées par des jonctions serrées [303] et d’autres types
cellulaires telles que les cellules gliales et les péricytes qui entrent directement en contact avec
les cellules endothéliales [304, 305]. Son role principal est de contrdler les entrées et les
sorties d’éléments nutritifs ou toxiques dans le systéme nerveux central [306, 307]. La figure

11 illustre la barriere hématoencéphalique.
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Figure 11 : Représentation schématique de la barriére hématoencéphalique.

Source Goldstein et Betz (1986) [308].

45



Les systemes de transport des lipides engagés dans le contréle central de 1’homéostasie
énergétique n’étant pas encore totalement décodés ont amené quelques chercheurs a proposer
plusieurs mécanismes puisque la plupart de ces signaux sont lipophobes et ne peuvent pas étre
librement diffusé a travers les capillaires cérébraux. C’est pourquoi plusieurs modéles de

transport ont €t€ proposes.

% Modgé¢le de transport membranaire

John Edmond fut le premier a proposer que le transport des AG a travers la BHE soit tiré¢
principalement du complexe AG/Albumine [309]. Dans le sang, ces lipoprotéines sont captées
par des récepteurs de la surface externe de la cellule endothéliale pour étre libérée dans le
milieu intracellulaire endothéliale par lipolyse des AG estérifiés. Dans le cytoplasme de la
cellule endothéliale et pour passer a travers la BHE, ces acides gras nécessitent des
transporteurs transmembranaires: les MTC (monocarboxylic acid transporters) et les FATP
(fatty acid transport proteins) [309]. Concernant les cellules neuronales et gliales, les AG
peuvent se répandre dans le milieu aqueux cytosolique a 1’état libre ou liés aux protéines

FABPs (fatty acid binding proteins) [310, 311].

Le modele d’Hamilton et de Brunaldi [312] stipule au contraire que le type de transport
trés rapide des AG dans le cerveau a travers la BHE dont propose Edmond n’est pas
compatible avec ce qui se passe en réalité puisque plusieurs étapes pourraient étre ralenties. A
titre d’exemple ; celle de la lipolyse des lipoprotéines et 1’augmentation de protéines de
transport dans la membrane cellulaire. Ces deux chercheurs stipulent que les AG dans le sang
étant en équilibre avec la réserve d’AG liés a I’albumine se lient en premier lieu au milieu

interstitiel de la surface des cellules endothéliales pour se répandent par la suite a travers la
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surface interstitielle en traversant les cellules endothéliales et la membrane des cellules
neuronales par le mécanisme réversible de « flip-flop » (t1/2 <1 sec) [313]. Ce mécanisme de
diffusion passive est utilisé préférentiellement par les AG a chalne courte et moyenne qui
traversent aisément la bicouche lipidique en raison de leur coefficient de perméabilité élevé se
faisant sans présence de transporteur a travers la BHE. Les AG a longue chaine, étant moins
solubles, présentent plus de difficultés a utiliser ce type de transport membranaire facilité. De
plus, la forme non-ionisée des AG se déplace plus aisément et plus rapidement a travers la

membrane que la forme ionisée [314, 315].

Il a été démontré que les lipides circulants peuvent aisément traverser cette barriére et peut
se distribuer au cerveau [316, 317]. Les AG a chaine courte peuvent traverser la BHE par un
mécanisme saturable sensible a la probénécide [318]. Les AGS et les AGPI-LC tout comme
I’ADH et I’AEP diffusent, fusionnent, s’incorporent et passent a travers la
microvascularisation cérébrale [301, 319-321]. D’autres études ont démontré que les
triglycérides pénétrent également a travers la BHE [322]. Le passage d’ADH et d’AEP a
travers la BHE se fait plus particulierement par diffusion passive, de manicre directe non
saturable [44, 301] ou par un procédé de médiation dans I'hippocampe [323] ou mieux encore

par un membre de la grande famille de super- animateur , Mfsd2a [324].

1.4.6.3 Synthése dans le cerveau

Parmi les AG essentiels et abondants dans le cerveau on retrouve ’ADH et ’AA. Tel que
mentionné précédemment, ils ne sont pas synthétisés de manieére de novo dans le cerveau
[325] puisqu’ils doivent donc étre fournis directement ou bien par leurs précurseurs a partir de

sources exogenes. La synthése de novo d’AEP et d’ADH par ’ALA présente une
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concentration cérébrale trés minime qui varie entre 0,01 % et 8 % d’ALA pour I’AEP et moins
en ADH [326, 327]. La source principale d’ADH pour le cerveau est d’origine plasmatique
[328, 329] et le cycle métabolique de I’ADH dans le cerveau est évalué¢ pendant une durée de
33 jours chez des souris et de 2 ans et demi chez des humains [329, 330]. La Figure 12
représente approximativement les différentes teneurs d’ADH et d’AA dans différentes zones
cérébrales. Les N-3 en général constituent a eux seuls entre 15 et 20 % des AG retrouvés dans
les membranes des cellules cérébrales [331-333] alors que I’AEP est pratiquement
indétectable dans les tissus cérébraux [334]. Environ 5 % AA et 8 % ADH [317] présents sous
forme d’esters dans les phospholipides membranaires dans le cerveau des rats se renouvellent

quotidiennement.

Ces niveaux lipidiques membranaires cérébraux sont modifiés par le type et la quantité
d’acides gras contenu dans 1’alimentation en augmentant au cours des différents stades de
développement de la vie et en diminuant au vieillissement [42]. Dépendamment de la zone

cérébrale, la teneur en AG différe d’une structure a I’autre.
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Figure 12 : Teneurs en DHA et en AA dans les structures cérébrales de la souris.

AA: Acide arachidonique, DHA: Acide docosahexaénoique, CPF: cortex préfrontal, HC: hippocampe, HT:
hypothalamus, HP: hypophyse. Les valeurs sont données en % d’acides gras totaux (adapté de Carrie et al., 2000)
[335].
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1.4.6.4 Développement cérébral

La plus grande partie du développement cérébral s’effectue pendant la vie feetale. Chez
I’humain, a la naissance, le poids corporel du nouveau-né représente seulement 5 % du poids
adulte alors que la taille de son cerveau représente déja 70 % de celle du cerveau adulte. Apres
la naissance, 15 % du développement du cerveau s’effectue pendant la premiere année et sa
croissance est quasi compléte a cinq ou six ans [336]. Cette croissance rapide du cerveau
nécessite ’apport et la synthése d’AGPI et plus spécifiquement I’ADH. Durant le dernier
trimestre de la grossesse, environ 3 mg/jour d’ADH est concentré dans le cerveau et 5 mg/jour

pendant la période d’allaitement [241, 337].

% Pendant la gestation

Pendant la formation du systéme nerveux, le feetus éprouve un important besoin en ADH
pour la formation de son cerveau [338]. Plus de 60 % de la masse du cerveau est constituée de
lipides et plus de 70 % de ces lipides sont des AG ®-3 [339] concentrés dans les membranes
des neurones et des cellules de la rétine pour y assurer 1’intégrité de la structure membranaire
[340]. A la 26° semaine feetale, le tissu cérébral embryonnaire incorpore au niveau
membranaire 14,5 + 7,3 mg par semaine d’ADH et entre la 26° et la 33° semaine, la
concentration en ADH double dans le cerveau du feetus [341]. L’importance des N-3 au cours
du développement prénatal est mieux observée lorsqu’il y a carence de ces derniers pendant la
durée du développement feetal puisqu’ils favorisent la probabilité de troubles visuels [342], de
dysfonctionnement cérébral et de plusieurs troubles neurologiques, cognitifs et

d’apprentissage a la naissance [343, 344].
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¢ Pendant la période postnatale

Le développement postnatal représente la continuité des processus déja amorcés avant la
naissance. Chez la souris, le développement cérébral est essentiellement postnatal et la
maturation des structures nerveuses qui se fait rapidement pendant les trois premiéres
semaines de vie et s’achéve au sevrage [345, 346] avant d’atteindre progressivement 1’age
adulte. La différence en termes de maturation entre I’espéce humaine et animale se mesure en
¢chelle de temps. Pendant les derniéres étapes de gestation et trés tot dans la vie post-natale,
I’ADH et ’AA s’accumulent rapidement dans le cerveau a travers le placenta et I’allaitement
maternel ou artificiel [347, 348]. Les enfants nourris au sein présentent de meilleures aptitudes
pour la résolution de problémes et I’apprentissage du langage [349-354] et ils ont un quotient

intellectuel (QI) plus élevé [355] et peuvent étre plus performants [356].

1.4.6.5 Liens avec le systéme des neurotransmetteurs

L’ADH est concentré dans les membranes neuronales et synaptiques [357, 358] et il
peut altérer la fluidité de ces membranes et de la synthése des protéines [359-361]. Il joue un
role critique sur le développement optimal des processus de signalisation dopaminergique et
lorsque la période critique pour son développement terminée, les déficits postérieurs ne sont
plus réversibles [362]. A ce sujet, les recherches ont démontrées qu’une diéte carencée en N-3
peut modifier la neurotransmission de plusieurs systemes du tonus neuro-dopaminergique et
sérotoninergique [363] en altérant la concentration du cerveau en AG [357] et le tonus
dopaminergique représenté par la quantification de I’expression des geénes dopaminergiques

[364]. 1l a également été démontré chez les rats que cette altération du circuit mésolimbique de
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la dopamine aurait un effet sur les aires spécifiques au niveau du cerveau controlant la

motivation [6, 363, 364] et la récompense alimentaire[36].

La découverte de récepteurs de la membrane plasmique liés aux AG a ouvert des
perspectives intéressantes sur les effets endocriniens des AG. En effet, les AG sont également
des ligands de récepteurs a sept domaines transmembranaires de la membrane plasmique de
diverses cellules. Parmi eux, on distingue les récepteurs couplés a la protéine G (GPCR)
GPR120 et GPR40 qui sont activés par les AG a chaine longue tels que les AG N-3. Nous

allons dans le texte qui suit parler des mécanismes d’action des AG ®3 via le RCPG120.

1.4.7 Mécanismes d’actions via le GPR120 et GPR4(

1.4.7.1 Les RCPGs ou GPCRs

Les récepteurs couplés a la protéine G (GPCR) sont des structures protéiques des
membranes biologiques relayant des signaux importants de la vie cellulaire. Dans ses débuts,
les premiers modeles des récepteurs couplés a la protéine G portaient sur 1’étude du récepteur
B2 adrénergique [365, 366]. Par la suite, ces récepteurs ont été liés a des maladies, ou des
mutations dans des genes les codant et bloquant de nombreuses étapes de leur cycle d’activité.
Compte tenu du rdle physiologique important que jouent les RCPG, certains membres de cette
famille sont devenus des cibles pharmaceutiques importantes pour des pathologies aussi
diverses que I’asthme, 1I’hypertension, les allergies ou la migraine. C’est ainsi que plus de 50
% des drogues modernes ciblent ces récepteurs [367] correspondant a plus d’un quart du top

100 des médicaments vendus a travers le monde [368].
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1.4.7.2 Famille des RCPGs

On distingue trois différents groupes : les canaux ioniques, les récepteurs a activité
enzymatique (guanylate cyclase, tyrosine kinase, sérine/thréonine kinases) et les récepteurs
couplés aux protéines liant la guanosine triphosphate (récepteurs couplés a la protéine G:
RCPG) auxquels nous nous intéressons. Dans le génome humain, environ 950 RCPG ont été
estimé dont 500 représentent des récepteurs d’odeurs ou du goiit et 450 des récepteurs de

ligands endogenes [369].

1.4.7.3 Structure et fonctions des RCPGs

Les RCPG, représentés dans la Figure 13, possédent un domaine central ou « corps
central » commun constitué¢ de 7 hélices alphas qui traversent la membrane plasmique et
hydrophobes, d’ou leur appellation courante récepteurs a sept (7) domaines transmembranaires

[370].

Figure 13 : Représentation schématique en deux dimensions des récepteurs couplés a la
protéine G dans la membrane.
D’apres Spiegel [371] schéma extrait de www.123bio.net
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L’extrémité amino-terminal (NH2) est extracellulaire et est représentée avec deux sites de N-
glycosylation. Les sept hélices alpha transmembranaires (I a VII) sont reliées par 3 boucles
extracellulaires (E1 a E3) et 3 autres intracellulaires (I1 a 13). Un pont disulfure relie la boucle
El a la boucle E2. L’extrémité carboxy-terminal (COOH) est intracellulaire. Cette derniere
peut présenter un ancrage lipidique (palmitoylation d’une cystéine) dans la membrane ce qui

crée une 4éme boucle intracellulaire, 14.

1.4.7.4 Cycle de signalisation

La Figure 14 représente schématiquement les différentes étapes du cycle de la
signalisation ou 1’agoniste se lie au site de fixation du récepteur afin d’activer la protéine G,
entrainant ainsi 1’échange du guanosine diphosphate (GDP) par un guanosine triphosphate
(GTP) au niveau de la sous-unité o (qui se sépare du dimere Py). Les sous-unités a et By vont
ainsi interagir avec leurs effecteurs et moduler leurs activités. L hydrolyse du GTP met fin a
I’association de la sous-unité o avec son effecteur permettant de reconstituer la protéine G

hétérotrimérique.

Ext

Int.

U Messagers
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Figure 14 : Vue schématique des étapes membranaires de transduction du signal par les RCPG
apres activation par un ligand agoniste.

D’apres Bockaert et Pin [372].
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% Activation du récepteur des RCPG par un agoniste

Le GPR120 joue un réle important dans la physiologie et intervient en tant que
molécule de signalisation des nutriments. En pharmacologie, 1'activation de RCPG et plus
particuliérement de la protéine G est le plus souvent décrite par le modéle complexe ternaire
qui considere I’agoniste (A), le récepteur (R) et la protéine G (G). Lorsqu’un récepteur est
activé par un agoniste, il forme un complexe de faible affinit¢ AR (agoniste-récepteur)
permettant a une protéine G de s’attacher au récepteur afin de former le complexe ternaire
ARG de haute affinité¢ (ligand-récepteur-protéine G). Ce modele décrit uniquement les
interactions fondées sur l'affinité de 1’agoniste considéré comme ligand (capacité a se lier au
récepteur) en présumant que 1'efficacité intrinséque (capacité a activer le récepteur une fois li¢)
peut étre traitée comme un parametre distinct et indépendant [373, 374]. 1l s’avére important
de noter le mécanisme de désensibilisation du récepteur puisque dans notre protocole nous

utilisons un agoniste qui stimule le RCPG120.

<+ Meécanisme d’inactivation des RCPG : la désensibilisation

La cellule est dotée d’un mécanisme de protection important contre une stimulation
excessive. Dans de telles conditions physiologiques, une stimulation continue ou prolongée
d’une cellule entrainera généralement une atténuation de la réponse de cette derniere afin de
permettre une éventuelle stimulation par le méme agoniste. Toutefois, dans des situations
pathologiques, un défaut de ce mécanisme entrainera une signalisation non contrdlée et aura

des effets toxiques liés a une stimulation excessive. Ce mécanisme d’inactivation des RCPG
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est appelé désensibilisation [375]. Harden fut le premier a tenté¢ d’expliquer ce mécanisme en
énoncant qu’il s’agissait d’un procédé servant a enlever « désensibiliser » les récepteurs de la
surface cellulaire leur permettant ainsi de s’accumuler dans des vésicules intracellulaires a

faible densité [376].

1.4.7.5 La protéine G

Les protéines liant la guanine ou « protéines G » sont composées de 3 sous-unités qui
varient d’une cellule a I’autre [377, 378]. Il existe des récepteurs qui reconnaissent
spécifiquement les AGPI-LC, ce sont le RCPG120 (GPR120) et le RCPG40 (GPR40). Dans le
cadre de notre étude, nous nous attarderons plus particulierement sur le RCPG120.

% Le RCPG40

En effet, GPR40 est un récepteur aux acides gras a moyenne et longue chaine, qu’ils
soient saturés ou insaturés [379, 380], que 1’on retrouve principalement au niveau pancréatique
jouant un role dans la sécrétion d’insuline [64] mais également au niveau intestinal 1a ou il
controle la sécrétion d’hormones gastro-intestinales telles que la CCK [66] ou le GLP-1 [65]
impliquées dans la régulation de la prise alimentaire. La majorité des études effectuées sur les
cellules B pancréatiques sont liées au GPR40 puisque son expression y est tres €levée en cas
d’hyperglycémie [381]. Sa présence au niveau du cerveau a été longtemps controversée, mais
de récentes ¢tudes semblent confirmer sa présence [67, 68] et plus précis€ément au niveau de la

microvascularisation cérébrale de tres jeunes rats [382].
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% LeRCPGI120

Le GPR120 se lie aux AG saturés (de C14 a C18) et aux AG insaturés (de C16 a C22)
[383] plus particuliérement aux acides gras N-3 [71]. Bien qu’il fit identifi¢ récemment, ce
récepteur demeure encore peu connu. Il présente a son extrémité terminale intracellulaire une
interaction avec une protéine G de la famille Gaq [383, 384] permettant I’initiation d’une

signalisation cellulaire.

1.4.7.6 Roles physiologiques du RCPG120

On le retrouve au niveau intestinal, dans les cellules entéroendocrines de type L de
I’iléon et du colon chez la souris. Chez I’homme, il est a 1’origine de sécrétion des hormones
de satiété, les incrétines, le GLP-1 [385] et CCK de lipide-dépendante [72] augmentant la
sécrétion de I’insuline par les cellules B [65, 386] et ralentissant la vidange gastrique chez les
individus obéses [387]. Il intervient également dans la sécrétion du glucose-dependent
insulinotropic polypeptide (GIP) au niveau des cellules entéroendocrines [388] chez la souris.
Le GPR120 est aussi exprimé dans les cellules B pancréatique [389] et potentialise la
libération du glucagon dans les cellules a présentant un effet atténué dans les cellules avec
invalidation du gene GPR120 (CP Briscoe, Janssen Pharmaceuticals, communication

personnelle).

GPR120 est impliqué dans 'adipogénése en permettant la maturation et la différenciation
adipocytaire [69]. Il est non seulement exprimé au niveau des poumons [390] mais également
dans certaines cellules gustatives des papilles foliées, fongiformes et caliciformes des rongeurs
[391-393]. Il est ainsi fortement impliqué dans les processus du gott. L’interaction GPR120 et

TABI1 (protéine activatrice) représente un mécanisme d’action anti-inflammatoire utilisé par
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les N-3 et sollicit¢ dans plusieurs types cellulaires tels que les macrophages, monocytes,
fibroblastes et adipocytes. Il est ainsi impliqué dans les processus anti-inflammatoires [71] et
méme dans les neurones de I’hypothalamus [383, 394, 395].

e Dans le cerveau

Bien qu’il soit exprimé au niveau des cellules neuronales de I’hypothalamus [396], le
role joué par le GPR120 au niveau du SNC est trés peu connu. Cintra et ses collaborateurs ont
récemment démontré I’expression du gene codant de la protéine GPR120 au niveau des
populations neuronales oréxigéniques AgRP/NPY du NAc de I’hypothalamus [77]. Un groupe
de chercheurs a récemment identifié un transporteur auparavant orphelin. Ce membre de la
super famille des facilitateurs majeurs, le Mfsd2a (Major facilitator superfamily domain-
containing protein 2 a) est une protéine qui s’avere étre exprimée exclusivement dans
I’endothélium des micro-vaisseaux sanguins formant la BHE et étant le principal transporteur
pour I’ADH dans le cerveau [397]. Des analyses lipidomiques indiquent que les souris dont le
géne codant pour le Mfsd2a a été invalidé (Mfsd2a déficientes) illustrent des niveaux d’ADH
nettement réduits dans le cerveau accompagné d’une perte de 1’activité des cellules neuronales

dans I’hippocampe et le cervelet ainsi que des troubles cognitifs et d’anxiété sévere [397].

Une étude récente a découvert un polymorphisme de GPR120 humain présent dans
les populations européennes. Le R270H posseéde la capacité d’inhiber la signalisation
intracellulaire médiée par les AG a chaine longue en augmentant le risque d'obésité chez les
souris et chez I'homme [70]. Les souris déficientes en GPR120 ont une réduction de leur

métabolisme basal, une augmentation de la résistance a I’insuline et a I’expression des geénes
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pro-inflammatoires favorisant la prise de poids lorsqu’elles sont exposées a une dite riche en

gras [70, 71].

GPR120 et GPR40 sont doté de pouvoir thérapeutique pour le diabéte du type 2
puisque des études cliniques plaident en faveur de 1’agoniste du GPR40, le TAK-875 comme
¢tant ¢lément déterminant pour I’amélioration du contréle de la glycémie chez les patients
Japonais atteints du diabete de type 2 [398]. L’activation du GPR120 par des agonistes
spécifiques, stimule la libération des incrétines tel que le GLP-1 [63] et le CCK [72]. De plus,
connaissant les conséquences de 1’état inflammatoire sur le diabete du type 2, I’activation du

GPR120 possede un effet anti-inflammatoire [71].

A ce jour, la lutte pour le traitement de I’obésité est décevante puisque les stratégies de
changement de mode de vie et d’interventions pharmacologiques n’ont abouti qu’a des
résultats limités sur la perte de poids. Toutes ces démarches aboutissent a une perte de poids
aussi modeste qu’elles soient, mais probléme a la base demeure entier en ce qui concerne le

maintien de cette perte de poids?
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Chapitre 2 : Objectifs et approches expérimentales
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2.1. Origine du projet

Jusqu’a maintenant, un ensemble de données cohérentes stipule que les AGPI N-3
jouent un rdle important dans les fonctions émotionnelles et cognitives ainsi que dans les
comportements de consommation alimentaire. Ces AG N-3 proviennent exclusivement de
l'alimentation. Parmi eux, ’ADH est un composant majeur des structures membranaires
phospholipides du cerveau, se retrouvant a un niveau de concentration élevée dans le cerveau
de babouins [399], de rats [400] et de souris [401]. Il régule la fluidité de la membrane et la
transduction des signaux.[317] IL a été rapporté que la supplémentation en ADH améliore les
processus cognitifs et émotionnels [335, 402, 403] et affecte la neurotransmission et la
plasticité synaptique, tout en présentant des propriétés anti-inflammatoires et neuroprotectrices
[404-406]. En revanche, un déficit alimentaire en N-3 a long terme réduit la teneur du cerveau
en ADH et provoque I'anxiété [407, 408], des troubles d'apprentissage [408, 409], la
neuroinflammation [410, 411] ainsi que des altérations de I’activité locomotrice [412, 413].
Les régimes a haute teneur en maticres grasses en particulier de gras saturés, est une
caractéristique du régime occidental qui peuvent induire une baisse du taux de N-3 ou une
augmentation du ratio N-6:N-3 en raison de la faible teneur en N-3 [414]. Des données
récentes suggerent que la carence maternelle alimentaire en AG N-3 pendant la gestation et la
période périnatale augmente la signalisation de I’appétit chez les descendants [415] ce qui

favorise I’apparition de surpoids et d’obésité.

Bien que des ¢études physiologiques et mécanistiques ont démonté les actions centrales
de I’ADH au niveau central, des questions persistent toujours sur les fonctions spécifiques des

récepteurs de ces AG. L’ADH se lie et active le GPR120 (aussi connu sous le nom de
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récepteur de I’AGPI N-3), un récepteur couple aux protéines G qui joue un role important dans
les effets anti-inflammatoire et de sensibilité a 1’insuline en périphérie [70, 71, 416].Les
données préliminaires de notre laboratoire montre une haute expression de ’ARNm du
GPR120 dans différentes régions du cerveau en particulier le NAc et I’hypothalamus. Une
¢tude récente a fortement suggéré que le GPR120 pourrait médier les effets anti-inflammatoire

des AGPI N-3 dans I’hypothalamus durant I’exposition a une di¢te obésogene [77].

Ainsi, il nous a parru donc nécessaire de chercher a comprendre d’une part, comment
la carence alimentaire en AGPI N-3 chez la mére durant la période périnatale influence la
balance énergétique et 1’état émotionnel chez la progéniture. D’autres part de vérifier I’effet
d’une stimulation pharmacologique aigiie et chronique au niveau central des récepteurs de ces

AG sur ’homéostasie et I’état émotionnel.

2.2. Objectifs généraux et hypothéses
Cette ¢tude vise a déterminer dans quelle mesure I’apport déficitaire comparativement a

I’apport adéquat en ADH pendant la grossesse et ce jusqu’au sevrage (période périnatale).

» influence la prise alimentaire et en particulier les effets de récompense et de motivation
alimentaire chez la progéniture male suite a des modifications des niveaux plasmatiques

et biochimiques en ADH dans le cerveau;

» modifie la composition corporelle, les dépenses énergétiques, les troubles métaboliques et

neurologiques de type anxieux et dépressif chez la progéniture male.

La documentation sur le sujet nous a conduit a émettre I’hypothése selon laquelle
I’exposition durant la période de conception au sevrage (période périnatale) a un régime
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déficitaire en AGPI N-3, et en particulier I’ADH, altérerait la composition en AG dans le
cerveau en contribuant a 1’augmentation des signaux de la motivation alimentaire soit par
I’effort déployé pour obtenir un aliment savoureux ou palatable, chez la progéniture.
Conséquemment, surviendront des altérations sur les comportements de type anxieux et
dépressif, les dépenses énergétiques chez la progéniture a I’age adulte, une fois exposée a une

dicte obésogene, riche en gras et en sucre.

Nous avons voulu par la suite évaluer 1’effet de la stimulation pharmacologique aigiie et
chronique d'un agoniste spécifique du GPR120 (GPR120 III) sur le SNC chez la souris et

vérifier dans quelle mesure cette stimulation pourrait engendrer des modifications sur :

» la prise alimentaire et plus particuliérement la motivation alimentaire et les variations

dans le bilan énergétique;

» le comportement émotionnel de type anxieux lorsque les souris sont exposées a une

diete obésogene.

Nous avons émis 1’hypothése qu’une stimulation aigiie des récepteurs du GPR120 par un
agoniste spécifique au niveau du SNC réduirait la consommation alimentaire et par conséquent
la prise de poids et le comportement émotionnel de type anxieux. L’ensemble des données
obtenues lors de la stimulation aiglie nous a amené a émettre I’hypothése selon laquelle
l'administration chronique de I’agoniste du GPR120 pendant deux semaines pourrait exacerber
les effets de réduction de l'apport alimentaire et le poids corporel. Conséquemment, les
dépenses énergétiques de méme que 1’état émotionnel de type anxieux que ce soit sous une

diete réguliere ou une dicte obésogeéne chez la souris seraient altérés.
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2.3. Méthodologie

Dans ce chapitre nous aborderons 1’origine du projet en précisant nos objectifs
généraux et 1’énoncé des hypothéses qui en découlent. Le déroulement des différentes
procédures expérimentales sera décrit de maniere chronologique afin d’expliquer le projet de
thése dans son intégralit¢ de méme que les différentes techniques utilisées dans nos
expériences exploratoires de motivation alimentaire, de ’homéostasie énergétique et de 1’état

émotionnel de I’anxiété et la dépression.

2.3.1. Description du projet

Dans le but de mieux comprendre le role de la die¢te des AGPI N-3, sur 1’organisme,
plusieurs études ont été réalisées durant ces dernic¢res années. Les premiéres données mettant
en relation les AG non saturés et la fonction cérébrale proviennent d’études effectuées aupres

d’animaux ayant ét¢ privés ou non en suppléments de classe spécifique d’AG.

Afin de valider nos hypotheses, deux approches expérimentales ont été utilisées. Nous
avons observé par une approche in vivo, les effets d’une diete déficitaire en N-3 pendant la
période périnatale sur la balance énergétique, la motivation alimentaire et I’état émotionnel de
type anxieux et dépressif. Nous appuyant sur notre hypothése, nous nous sommes ensuite
intéressées toujours in vivo a la stimulation centrale des récepteurs spécifiques liés aux AGPI-
LC et en particulier ceux des N-3 au niveau du systeéme nerveux. Le but de cette expérience
était d’évaluer D’effet de cette stimulation centrale sur la balance énergétique, la motivation
alimentaire et 1’état émotionnel de type anxieux chez les souris C57Bl6. Dans le but d’offrir

une meilleure compréhension du déroulement de chacune de ces études, nous allons détailler
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la méthodologie adoptée pour chacune des expériences en commencant par 1’approche
systémique par manipulation de la di¢te. Nous nous sommes par la suite attardées a I’approche

par stimulation centrale.

2.3.1.1. Approche systémique

Cette partie de la recherche vise a fournir a une meilleure compréhension des effets de
la carence alimentaire en AG N-3 pendant la période périnatale sur le bilan énergétique, la
motivation alimentaire, les troubles neurologiques de type anxieux et dépressif chez la

progéniture des souris males C57Bl6 soumis a une diete réguliére ou obésogene.

L’approche systémique par manipulation de la dic¢te a été menée sur un modéle animal
d’exposition des meéres (souris adulte agée de 7-8 semaines) soumises a une diete équilibrée ou
déficitaire en AGPI N-3 durant la période périnatale [417]. Ce qui est apparu évident des le
début de la mise au point du protocole de 1’étude était que I’utilisation d’une dicte
prefabriquée composée de nutriments correspondait davantage a la concentration dans la vraie
des nutriments retrouvés dans une di¢te humaine. Ceci répondrait mieux aux attentes actuelles
dans le domaine nutritionnel. Un tel modele de régime occidental, riche en LA mais pauvre en
ALA, EPA et DHA se traduit par un ratio N-6/N-3 tres déséquilibré [418]. La figure 15
présente le schéma d’une échelle de temps correspondant au déroulement et a la procédure de

I’expérience.

64



PROCEDURE

2 groupes de diéte

e Logement en Logement o
N-3 déficitaire 9 o _ Motivation
goupe + diete individuel

Echo MRI  Alimentaire EPM OFT ST

N-3 Adequate réguliere chow +chow / HFD _
— P p Ll

o
> )
Poids corporel Consommation alimentaire et
poids corporel

PO: Naissance  poy P42 N-3 Ad HFD ~20 Sem ~24 €M ~26 Sem ~28 Sem ~30 Sem
7 Semaines S ﬁ é N-3 Def HED

Légende
INEEEGEG Progeniture N-3 adequat placée sur diéte réguliere

IRNEBbetcHow Progéniture N-3 déficitaire placée sur diete réguliére
Progéniture N-3 adéquat placée sur diéte obésogéne
Progéniture N-3 déficitaire placée sur diéte obésogéne

Figure 15 : Représentation schématique sur une échelle de temps du déroulement des expériences de I’approche systémique

N-3 adéquat : Diete contenant une quantité adéquate en N-3 et N-3 déficitaire : Diete déficitaire en N-3

PO : Jour de la naissance, JO post-natal. P21 : J21 post-natal, jour du sevrage. P42 : J42 post-natal, considéré comme age adulte
EchoMRI : Echographie par résonnance magnétique réalisée a environ 20 semaines d’age

Motivation alimentaire : Test réalisé¢ a environ 24 semaines d’age

EPM : Test Elevated plus maze ou labyrinthe en croix surélevé (LCS) réalisé a environ 26 semaines d’age

OFT : Test Open field ou test a champ ouvert réalisé a environ 28 semaines d’age

TST : Tail suspension test ou test de suspension caudale réalisé a environ 30 semaines d’age
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Des souris naives agées de 7 semaines en gestation apres accouplement, ont été placées
aléatoirement en choisissant les souris de maniére alternée I’une a la suite de I’autre pour les
placer soit sous une di¢te adéquate ou sous une di¢te déficitaire en AGPI N-3. Nous avons par
la suite vérifié la répartition des valeurs de base (comme par exemple le poids) entre les deux
groupes. Les meres et leurs progénitures ont ét€¢ gardées sous une diéte (adéquate ou
déficitaire en AGPI N-3) durant toute la gestation et jusqu’au sevrage. Nous avons pour
I’étude utilisé des souris males (N= 32 progénitures males) qui ont recu depuis leur conception
jusqu’au sevrage, un régime dépourvu d’AGPI-LC N-3. Compte tenu du métabolisme des
AGPI, ce régime était également dépourvu d’ALA afin de limiter la production de dérivés a
longue chaine. Les animaux du groupe contrdle (N= 24 progénitures males) ont quant a eux
recu une dicte adéquate en AGPI-LC N-3 durant la méme période périnatale. Apres 3
semaines de vie (SA) ou 21 jours apres la naissance (P21), les 2 groupes de progéniture sevrés
ont recu une diéte « standard » réguliere et ont ét¢ placés en groupes respectifs mais dans les
mémes cages jusqu’a 1’age adulte (P42). Pendant cette période, le contrdle du poids corporel

fut effectué a tous les 2 jours.

Aprées 42 jours post-natal (P42 soit 1’age adulte) afin de mesurer leur poids corporel et
leur consommation alimentaire individuelle, chaque souris fut logée dans une cage
individuelle et tous les 2 jours, des mesures furent prises a heure fixe de la journée (avant
10:00, heure de début du cycle inversé¢) par la méme personne avec les mémes instruments
(balance électronique et récipient métallique) jusqu’a environ 150 jours post-natal (environ 22
semaines). A compter de P42, quatre (4) groupes ont été formés au sein de la progéniture
male: les souris issues de meres ayant eu une di¢te adéquate en N-3 durant la gestation et

placées sous réguliere standard chow (progéniture N-3Ad Chow; 18 males), les souris issues
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de méres ayant eu une di¢te adéquate en N-3 mais placées sous dicte obésogene, high-fat diet
(HFD) (progéniture N-3Ad HFD; 5 males), les souris issues de méres ayant eu une dicte
déficitaire en N-3 et maintenues sous une diete régulicre standard chow (progéniture N-3Def
Chow;13 males) et finalement le dernier groupe, les souris issues de meéres déficitaires en N-3
et placées sous dicte obésogene riche en gras et en sucre, HFD (progéniture N-3Def HFD; 9
males). Par la suite, tous les tests métaboliques et comportementaux ont ¢été réalisés a
différentes période de I’age adulte. De maniere chronologique, nous avons d’abord déterminé
la composition corporelle des souris dgées d’environ 20 semaines en les placant dans un
appareil d’imagerie par Echo-résonance magnétique (Echo-MRI) afin de relever le
pourcentage d’eau, de masse maigre et de masse grasse. Le comportement de motivation
alimentaire a été observé vers 24 semaines d’age et ce, uniquement sur la progéniture placée
sur diete réguliere standard chow puisque la récompense alimentaire utilisée afin d’évaluer la
motivation alimentaire est composée de sucrose et n’aurait pas eu I’effet palatable recherché
sur la progéniture ayant regu la diete HFD. Le comportement émotionnel de type anxieux des
souris a été évalué a partir des tests Elevated Plus Maze (EPM) et Open Field Test (OFT) vers
respectivement 26 et 28 semaines d’age. Le test pour évaluer le comportement de type
dépressif a été réalisé grace au test de suspension caudale ou 7ail suspension test (TST) a 30
semaines d’age environ. Parallelement, les dosages des acides gras pour déterminer le profil
lipidique ont été réalisés sur le cerveau de 10 jeunes souris femelles (5 adéquats/5 déficitaires)

au stade P21.

Afin d’avoir une idée de 1’age des souris comparé a celui de I’humain, nous pouvons
considérer J42 soit 1'% mois chez la souris a celui d’un jeune adulte. A cet age, la souris est

mature sexuellement et est en age de se reproduire. Pour étre plus précis, selon le site:

67



http://www.age-humain.com/calcul-age-souris.html il n'y a pas de formule de calcul infaillible

pour calculer I'age d'une souris puisque sa croissance et son évolution physiologique au cours
de sa vie sont trés différents de ce que l'on observe chez 'humain. Néanmoins, c'est plutdt a
partir des observations réalisées a différents ages de la souris, que des vétérinaires ont établi
une certaine correspondance pour visualiser un équivalent en age humain. L’age réel d’une
souris soit 1 mois, 2 mois, 4 mois, 6 mois, 8 mois, 10 mois, 1 an, 2 ans, 3 ans; correspond
respectivement a I’age humain a 14 ans, 20 ans, 26 ans, 34 ans, 42 ans, 50 ans, 58 ans, 70 ans,
100 ans. De ce fait, dans notre étude 24 semaines (6 mois) = 34 ans en age humain; 26
semaines (6’2 mois) = environ 36 ans en age humain; 28 semaines (7 mois) = environ 38 ans

en age humain et 30 semaines (7'2 mois) = environ 40 ans en 4ge humain.

De Charles Rivers, nous avons commandé 12 souris males polygames C57Bl16 a des
fins d’accouplement qui furent distribués aléatoirement de manicre alternée avec 6 males sous
une diete déficitaire en N-3 et 6 males sous une diete adéquate en N-3. Accompagnées de ces
12 souris males, nous avons également commandé 24 souris femelles naives C57B16 réparties
aléatoirement de maniére alternée en 12 femelles sous une diete déficitaire en N-3 et 12
femelles sous une di¢te adéquate en N-3. Le jour de ’accouplement, 1 méle fut placé dans une
cage avec 2 femelles (ratio 1 :2) et ils ont recu tous la méme dicte (soit adéquate ou déficitaire
en N-3). De ces accouplements, nous avons obtenu 32 progénitures males sous diéte
déficitaire en N-3 et 24 progénitures males sous dicte adéquate en N-3. Les difficultés
rencontrées furent nombreuses en commengant par le faible taux de succes au niveau de la

reproduction
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* En régle général, le taux de reproduction chez la souris C57Bl6 est relativement
faible. Selon le laboratoire Charles River il est d'environ 25 %, et peut-étre moindre dans le
cas de « gestation chronométrée ». Pendant nos manipulations, nous avons pu atteindre un
taux de succes de reproduction d'environ 30 % (en considérant les 24 femelles obtenues pour
l'accouplement et 1’élevage, seulement 7 souris gestantes ont mis bas). Les souris femelles non
gestantes n’étaient plus utiles pour ce protocole puisqu’il nous fallait des femelles naives
primigestes et non soumises a une diéte soit adéquate ou déficitaire en N-3.

* Le faible ratio de petits males par portée. Le nombre total de males par portée pour la
majorité était au nombre de 6. Dans un groupe nous avons eu seulement 2 petits males, soit un
nombre insuffisant pour obtenir un groupe expérimental. Compte tenu que nous n'avions pas
utilisé la progéniture femelle dans ce protocole, nous en avons utilis¢é quelques unes afin
d’évaluer le profil lipidique des acides gras totaux dans le cerveau et les autres femmelles ont
¢été offertes gracieusement a d’autres laboratoires.

* Pour des raisons hors de notre contrdle (probablement le stress) nous avons eu des cas
de canibalisme dont au moins 3 portées de taille d’environ 5 & 8 qui ont été entierement
dévorées par leur mere.

* Pour des raisons inexpliquées, nous avons eu mystérieusement 4 jeunes petits males
provenant d'une liticre de 8 qui sont décédés apres le sevrage. L'autopsie de ces animaux n’a
révélée aucune anomalies des dents, de la taille de la téte pouvant révéler une hydrocéphalie

ou de I’appareil respiratoire ou digestif.
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Composition des différentes diétes : adéquate et déficitaire en oméga-3

Lors de nos expériences nous avons utilis¢ une di¢te contenant un mélange des
nutriments dans des proportions respectant ou correspondant aux quantités ingérées chaque
jour par I’homme. Rien n’indique ici qu'un régime déficitaire en N-3 utilisé ne développe des
problémes de santé pendant le temps qu'il est utilisé [419]. Certains parametres physiques ont
¢été¢ examinés chez la souris en y incluant la peau, les poils, les yeux, le nez, la cavité buccale
et 'abdomen afin de détecter la présence de masses et y effectuer la mesure de la masse
corporelle. Aucune différence n'a été observée sur ces signes physiques et ce, entre les deux
types de régime. Les diétes ont toutes été fabriquées sur mesure par Dyets inc. (CP 3485 2508
Easton Avenue Bethlehem, Pennsylvanie 18017). La nourriture était scellée sous vide sous
atmosphére d'azote et conservées a 4°C jusqu'a ce qu’elle soit administrée aux animaux a

température ambiante.

Les dictes contiennent des quantités identiques de protéines, de glucides, de
macronutriments, de vitamines, de minéraux. Il existe toutefois une légere différence dans les
graisses de base. La dicte déficitaire contient soit une quantité supérieure d’huile de noix de
coco hydrogénée et d’huile de carthame (N-3 déficitaire) comparativement a la die¢te adéquate
(N-3 adéquate). Il existe 2 types d’huile de carthame, I’une étant composée d’acide oléique
(acide gras monoinsaturé) et 1’autre d’acide linoléique (polyinsaturés). Nous avons utilisée
celle & base d’acide oléique. L’huile de coco hydrogénée est composée d’AGS a 91 %,
d’AGMI de I'ordre de 6 % et d’'un mélange d’AGPI (acide linolénique N-3, 0 %; acide
linoléique N-6, 2 %; acide oléique N-9, 6 %). La principale différence est I'absence totale

d'huile de lin et d’ADH dans la di¢te N-3 de type déficitaire comparativement a la diete N-3
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dite adéquate contenant respectivement 4,81g/kg et 3g/kg. Ces deux dictes sont isocaloriques

1000 cal/100g de di¢te. Les différents ingrédients contenus dans les 2 types de dictes sont

détaillés dans le tableau 2 ci-dessous.

Ingrédients N-3 Adéquate (g/kg)

N-3 Déficitaire (g/kg)

Vit. (No Caséine) 200

L-cystine 3
Maizena 150
Sucrose 100
Dextrose 199.48
Maltose Dextrine 150
Cellulose 50

Huile de Carthame17.7

Huile de noix coco75

ADH 3
TBHQ 0.02
Vitamines 10

Choline Bitartrate 2.5
Huile de Lin 4.81

Minéraux 35

Total 1000.00

200

3

150
100
199.48
150
50

19

81

0.02

10

2.5

0

35
1000.00

Tableau 2: Différents ingrédients composent les dietes adéquate et déficitaire en N-3.

2.3.1.2. Approche centrale

Dans cette seconde partie de la recherche, les effets de la stimulation pharmacologique

du récepteur des AGPI-LC, le GPR120, au niveau du SNC, ont été évalués sur la balance

énergétique, I’alimentation, I’état émotionnel et le type d’anxiété obtenu chez des souris une
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fois soumises a une diéte réguliére ou obésogeéne. Les résultats obtenus nous ont procuré de
nouvelles données sur I’action anxiolytique et catabolique de la stimulation cérébrale des

récepteurs GPR120.

Nous avons émis 1’hypothése qu’une activation pharmacologique aigué ou chronique
de GPR120 dans le SNC aurait des effets cataboliques et des actions anti-anxiété. Cette
approche de stimulation centrale a ét¢ menée sur un modele de rongeur soit des souris agées
entre 9-10 semaines pour les expériences de stimulation aigiie; et entre 11-12 semaines pour la
stimulation chronique. Il est bien établi que les AGL sont non seulement des substances
nutritives essentielles mais qu'ils agissent comme des molécules de signalisation dans le
cerveau [420] et que leurs récepteurs jouent un role important dans le controle du métabolisme
et de 1'énergie [421]. Parmi ces récepteurs, le GPR120 est connu en tant que récepteur d'acide
gras N-3 possédant une activité anti-inflammatoire et insulino-sensibilisante [422]. Dés le
début de la mise au point du protocole de cette étude, il nous est apparu évident de convenir de
la dose idéale et physiologique a administrer a nos souris afin de pouvoir en évaluer les effets.
Nous nous sommes basé sur une étude récente qui a démontré que I’injection
intracérébroventriculaire (ICV) d'un agoniste similaire mais moins sélectif au GPR120 et au
GRP40 [423] a une concentration de 0,1 et 1,0 uM (micromolaire) par souris, réduit
considérablement la douleur induite par la formaline [424]. Velloso et ses collaborateurs ont
pour leur part démontré que I’injection en ICV d’AG purs N-3 et N-9 réduit considérablement
I’apport alimentaire et le gain de poids chez des rats obéses. A cet effet, il semblerait que cette
injection hypothalamique des AG purs activerait la signalisation par I’intermédiaire du
GPR120 [77]. Malgré ces observations, on ne sait toujours pas si l'activation de GPR120

centrale affecte I'équilibre énergétique, la motivation alimentaire et I’état émotionnel de type
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anxieux. La figure 15 représente un schéma selon une échelle de temps correspondant au
déroulement de la stimulation aigiie centrale pharmacologique et la figure 16 représente un
schéma selon une échelle de temps correspondant au déroulement de la stimulation chronique

centrale pharmacologique.

« Stimulation aigué

Procédure

a - @
Male C57BI6 N=11 /@ TAKS75 }‘“&

Age 9-10 sem
Cannulation ICV GPR 120 1l (agoniste GPR40) GPR 120 Il (1pM)
CLAMS Operant
veh 0.1uM - 1uM I 1 Eim olFT Chamber
1sem
recuperatlon Y

Véhicule: 1% DMSO/saline Prise alimentaire Dépenses \_Y_} Motivation

i Anxiété . .
Energétiques alimentaire

Figure 16: Représentation schématique du déroulement des expériences pendant la
stimulation centrale pharmacologique aigiie.

Sham 1 et 2 : séance de manipulation d’accoutumance durant 2 jours.

Nous avons utilis€¢ des souris adultes C57B16 N=11 males agés entre 9 et 10
semaines (commandées par Charles River, St Constant, Canada, agées entre 7-8 semaines).
Les souris ont subis une période d’acclimatation pendant une semaine pour ensuite étre
anesthésiées avec de I’isoflurane. Nous avons pratiqué une chirurgie stéréotaxique pour
I’implantation d’une canule au niveau du cerveau et plus précisément au niveau du ventricule
latéral afin de leur administrer pharmacologiquement un agoniste spécifique pouvant stimuler

les récepteurs liés aux AGPI-LC. Environ 5 jours apres I’intervention, la bonne position de la
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canule dans le ventricule latéral a été vérifiée par I’injection de 1 pl d’Angiotensine II (Agll,
10 mg i.c.v.) visant a stimuler immédiatement le réflexe de la soif chez la souris. Nous avons
octroyé une (1) semaine de récupération aux souris afin qu’elles puissent reprendre leur poids
initial avant la chirurgie et récupérer adéquatement leur rythme de prise alimentaire et de
mobilisation. A I’intérieur d’une semaine la reprise du poids initial a été vérifiée pour chacune
des souris (data non montré). En effet, 48 a 72 heures aprés I’intervention chirurgicale
représentent la fourchette de temps généralement requise pour avoir un retour a la normale du
poids. Au-dela d’une semaine, s’il n’y a pas de reprise de poids, cela témoigne d’une atteinte
neurologique probable. Nous avons par la suite fait des séances d’accoutumance a la
manipulation (sham) pendant deux (2) jours en introduisant I’injecteur a travers la canule de
sorte que la souris ne soit pas stressée la journée de 1’expérience. La souris fut ainsi maintenue
immobile manuellement tout en lui enlevant délicatement la canule mannequin afin d’y

introduire la canule d’injection.

La mesure de la prise alimentaire a été¢ faite avec I’agoniste GPR120 (GPR120 III,
faible dose et forte dose) et ’agoniste GPR40 (TAK-875). Les différentes injections se s’ont
faites successivement mais a intervalles différentes. Le premier jour (1 jour), nous avons
procédé a I’injection de 1pul avec le véhicule (DMSO 1 % + saline) puis deux jours plus tard
soit le troisiéme jour (3°™ jour), I’injection de la faible concentration 0,1 pM dans une
solution de 1 puL en terminant avec la concentration maximale de 1 uM d’une solution de 1 pL
de I’agoniste GPR120 III le cinquiéme jour (5™ jour). Trois jours plus tard, ces mémes souris
ont été injectées avec le véhicule puis deux (2) jours plus tard avec 1 pM de I’agoniste du
GPR40, le TAK-875. Les tests de calorimétrie indirecte, d’anxiété et de motivation

alimentaire ont été réalisés afin d’évaluer I’effet du GPR120 III a forte dose (1uM). A la fin de
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I’expérience, les souris furent euthanasiées. Les injections ont ét¢ administrées durant 5
minutes a travers un injecteur introduit dans la canule implantée et adapté par un drain a une
neuro-seringue d’Hamilton de 1pl et de calibre 27. Nous avons utilisé 1’agoniste GPR120 III,
le plus récemment développé et commercialisé par Calbiochem Millipore (San Diego, CA)
dilué¢ dans une solution stérile de solvant organique, DMSO a 1 %. Cet agoniste est représenté
par la formule suivante : 3-(4-((4-Fluoro-4’-methyl-[1,1'-biphenyl]-2-yl) methoxy) phenyl)-
propanoic Acid. Bien que GPR120 et GPR40 soient biochimiquement ¢éloignés, il existe une
étroite ressemblance structurelle entre les ligands pouvant reconnaitre et activer les deux
récepteurs. Afin de déterminer 1’effet réel du GPR120 sur la prise alimentaire, il est important
de séparer la stimulation du GPR40 au niveau du SNC de celui du GPR120. Pour ce faire,
nous avons utilis¢ la molécule TAK-875, un agoniste spécifique des récepteurs GPR40,
caractérisée par Negoro et ses collaborateurs [425]. Cet agoniste, le fasiglifam (TAK-875), de
formule  chimique [(3S5)-6-((20,60-dimethyl-40-[3-(methylsulfonyl)propoxy]biphenyl-3-
yl)methoxy)-2,3-dihydro-1-benzofuran-3-yl]acetic ~ acid  hemi-hydrate) (TAK- 875,
Selleckchem, TX, USA) [425] est a notre connaissance le traitement clinique du DT2 le plus
avancé [398]. Il est également un agoniste du récepteur GPR120 malgré son efficacité
inférieure a celle des acides gras a longues chaines. Nous avons dilué¢ le TAK-875 dans du

DMSO 1 % puis dans du salin, dans lequel il se solubilise parfaitement.
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+« Stimulation chronique

Procédure

Male C57BI6 N=27

Age 9-10 sem
Cannulation ICV
osmotique pompe 3 groupes:HFD-Veh; HFD-GPR120; LFD-Veh
2e jour intro
diéte (HFD-LFD) Cl-iMS EiM oiT
* ———¢ ¢ ? C |
1 jour \ 2 semaines } Dépenses
récupération | , L. Anxiété
Prise alimentaire energetiques

sur diéte chow
Poids corporel

Figure 17 : Représentation schématique du déroulement des expérimentations pendant la
stimulation centrale pharmacologique chronique a I’aide d’une pompe osmotique.

Des souris males C57BL/6 (N=27) agés de 9-10 semaines ont été anesthésiées avec de
I’isoflurane et placées dans un appareil de stéréotaxie. Nous avons implantées des canules
dans le ventricule latéral du cerveau en les connectant a une pompe osmotique fonctionnelle
pendant 21 jours, contenant soit le véhicule (DMSO 1 % dilué dans du salin) ou 1’agoniste
GPR120 (GPR120 III, forte doseluM). Apres I’'implantation de la canule, les souris sont
demeurées dans des cages individuelles sous diéte réguliere et de I’eau ad libitum pendant 24
heures afin qu’elles puissent récupérer suite a l’intervention chirurgicale. Le jour suivant
I’intervention, la nouvelle di¢te a été introduite afin de créer 3 groupes soit HFD-Veh : les
souris placées sous diete hypercalorique (HFD) avec pompe osmotique contenant le véhicule;
HFD-GPR120: les souris placées sous HFD avec pompe osmotique contenant 1’agoniste et
LFD-Veh: les souris placées sous di¢te hypocalorique (LFD) avec pompe osmotique

contenant le véhicule. Pendant 2 semaines la prise de poids et la consommation alimentaire
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furent contrdlées. Par la suite, les souris ont séjourné dans le «Comprehensive Lab Animal
Monitoring System» (CLAMS) durant 3 jours (deux (2) jours d’adaptation et une (1) journée
de collecte des données) afin d’évaluer les dépenses énergétiques. A leur sortie du CLAMS et
apres s¢journé 24 heures dans leur cage respective, nous avons dans un premier temps évalué
le comportement de type anxieux avec I’EPM et le jour suivant avec I’OFT. A la fin de cette

expérience, les souris ont été euthanasiées.

- Description de la procédure chirurgicale

La souris anesthésiée avec de I’isoflurane est préparée selon les procédures
chirurgicales de stérilisation et d’asepsie avant d’étre immobilisée et placée dans un cadre
stéréotaxique (Kopf Instruments). Une incision sagittale médiane d’environ 2 cm est effectuée
sur la peau au niveau de la téte afin de visualiser les points de repére du crane : bregma et
lambda. Lorsque la position du crane a plat est confirmée, les coordonnées de placement de la
canule sont calculées. A 1’aide d’une perceuse électrique, une perforation du crane au site
exact de I’emplacement de la canule est exécutée. La pointe de la canule guide stérile est
introduite et située dans le ventricule latéral. Cette canule de guidage est ancrée au crane par
un ciment (Cerabond) et une colle spéciale en gel de cyanoacrylate (Cranioplastic) de Plastics
One pour ensuite étre fermée par une canule mannequin pour les expériences de stimulation

aigué.

- Site d’injection aigiie et chronique

Le site d’injection intracérébroventriculaire (ICV) de 1’agoniste et du véhicule

s’effectue au niveau du ventricule latéral du cerveau par une chirurgie stéréotaxique. Les
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coordonnées utilisées sont calculées a partir du repére anatomique du crane, le bregma
(caudale de +0,5 mm et +1,0 mm latéralement et -2,0 mm ventral) a partir de la surface du

crane.

2.3.1.3. Matériel de canulation
Tout le matériel de canulation nous provient d’une compagnie (Plastics One, Roanoke,

VA).

-Pour P’injection aigiie

Nous avons introduit dans le cerveau des canules de guidage (C315GS-5-SP)
constituées d’un tube hypodermique en acier inoxydable, d'une longueur Smm en dessous de
la base et de calibre 26 surmonté d’un plastique. La canule d’injection (C315IS-5-SPC) est de
calibre 33 et s’adapte a la canule de guidage de sorte qu’elle puisse aisément y pénétrer. Elle
possede une longueur de Smm (dépasse la canule de guidage de Imm) et sert a 1’injection de
la substance a travers la canule de guidage. La canule mannequin (Dummy canula ou Dust
Cap, C315DCS-5-SPC) mesure 4mm et possede un calibre 33. Elle se visse fermement contre
la canule de guidage de sorte que I’animal soit moins susceptible de la dévisser pendant le
toilettage et elle empéche les risques d’infections, d’évacuation du liquide céphalo-rachidien

tout en évitant que la canule de guidage se bloque.

- Pour P’injection chronique

Pour I’administration chronique, une canule spéciale (ALZET Brain Infusion Kit 2,
Order number: 0008663, 28 gauge, 3-5 mm from skull surface) a été¢ implantée par stéréotaxie

dans le ventricule latéral des souris et fut connectée a une pompe osmotique a I’aide d’un
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cathéter polyéthyléne (PE 60) de diamétre intérieur : 0.76 mm, longueur : 3 cm. La pompe
sera a son tour adapté a la canule implantée dans le cerveau pour atteindre plus précisément le

site d’injection.

Les pompes osmotiques ALZET® sont miniatures et implantables. Elles libérent a
débit constant des agents a évaluer chez les modeles de recherche. Elles peuvent étre
implantées en sous-cutané ou dans la cavité¢ péritonéale. Dans notre protocole, nous avons
utilisé le modéle de pompes (1002) en les positionnant entre les omoplates en sous-cutané de
telle sorte qu’elles délivrent la drogue de maniére automatique, continue et a débit constant de
0,25 pl/h, pendant une durée maximale d’injection de la drogue de 21 jours. Cette pratique
moins contraignante remplace les injections répétées et limite le stress des animaux provoqué
par des manipulations répétitives nécessaires lors d'injections périodiques. Ces pompes
osmotiques offrent également une grande fiabilité de I'administration “in vivo” en maintenant
des taux constants de l'agent administré et des concentrations efficaces de courte demi-vie
dans le plasma et les tissus. Elles permettent d’en étudier les effets de maniere globale et
reproductible. La Figure 18 nous démontre les différents composants de la perfusion cérébrale
avec la pompe Alzet. Les souris expérimentales ont regu un total 6 pL d’une solution a 1 uM
de I’agoniste GPR120 III durant 24 heures quotidiennement dans du DMSO a 1%, alors que le
groupe témoin n’a €té trait¢ qu’avec la solution véhicule (1% DMSO + saline) en recevant la

méme quantité a tous les jours.
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Figure 18: Une pompe osmotique ALZET et les composants de la perfusion cérébrale
(assemblement du kit avant I'implantation cérébrale).

Source image: http://www.alzet.com/products/brain infusion kit/how it works.html
2.3.1.4. Validation de ’emplacement de la canule

Pendant I’injection aigué la confirmation de I’emplacement exact de notre canule dans
le ventricule latéral a été réalisée avec une expérience de stimulation de la soif par
l'angiotensine II en injectant lentement pendant 5 minutes 1 pl d’Angiotensine II (Agll, 10

mg) a chacune des souris.

Par souci de contréle de qualité, nous voulions valider I’emplacement de I’injection
chronique, avant d’effectuer les chirurgies. Nous avons vérifiés le bon emplacement de la
canule et des coordonnées cibles en réalisant des séances de pratiques chirurgicales avec des
souris pilotes. Apres un certain nombre de pratiques, la localisation de I’emplacement exact de
la canule a été vérifiée sur 5 souris en injectant lentement 2 pl de bleu de méthyléne dans les
canules au moment de la chirurgie alors qu'elles étaient toujours sous anesthésie. Cing (5)
minutes d’attente furent nécessaires afin que le colorant puisse circuler a travers les
ventricules. La décapitation s’est suivie immédiatement apres euthanasie des souris afin de

récupérer le cerveau qui fut rapidement congelé dans I’isopentane et sectionné en micro-
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tranches au niveau du point d'entrée de la canule. La visualisation au microscope optique de
tranches du tissu cérébral a confirmé la diffusion du colorant a travers les deux hémispheres

ventriculaires.

2.3.2. Dietes

La di¢te standard réguliere chow (Teklad Global 18% Protein Rodent Diet; Teklad
Diets, Madison WI) contient 24 % de protéines, 18 % de gras et 58 % de hydrates de carbone.

Les différents éléments contenus dans la di¢te standard réguliére se trouvent en annexe 2.

La diete hypocalorique ou un régime faible en gras (LFD; D12328; Research Diets,
Inc., New Brunswick, NJ) contient 10,5 % Kcal de matieres grasses; 16,4 % Kcal de protéines
et 73,1 % Kcal de hydrates de carbone, similaire a la diete standard réguliére chow. Les

différents éléments contenus dans la diéte hypocalorique se trouvent en annexe 3

La diéte hypercalorique, obésogene, riche en matieres grasses et en sucre (HFD;
D12331; Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ) contient 58 % Kcal de matiéres grasses
(I'huile de noix de coco qui est un acide gras saturé hydrogénée), de gras trans; 16,4 % Kcal de
protéines et 25,5 % Kcal d’hydrates de carbone. Les différents ¢léments contenus dans la diete

hypercalorique se trouvent en annexe 4.

2.3.3. Devis de recherche

La stratégie de recherche choisie fut une expérience provoquée. Le devis choisi a une
orientation prospective avec des études contrdlées a attribution au hasard (aléatoire avec une

distribution alternée 1’une a la suite des autre) au cours des deux approches expérimentales.
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2.3.3.1 Approche systémique

Le devis est de type post-test seulement avec un groupe témoin aléatoire. Ce type de
devis a été retenu puisqu’il est mieux appropri¢ aux stratégies de la recherche expérimentale.
Il permet de contrdler la variable indépendante qui est la di¢te. Un devis pré-test renforcerait la
validité interne, mais des chercheurs ont démontré lors d’études similaires réalisées sur les rats
une diminution significative d’ADH dans le cerveau du groupe déficitaire comparativement au
groupe ayant une diéte adéquate [168]. En nous basant sur ce résultat, nous estimons que le

devis post-test convenait a notre étude.

Dans ce type de devis, le groupe expérimental est exposé¢ a une dicte déficitaire en
AGPI N-3 et le groupe contrdle est utilisé a titre de groupe témoin recevant une diéte adéquate
en AGPI N-3. La composition des ingrédients demeure pratiquement identique avec les 2
dictes a la seule différence que la dicte adéquate contient de ’ADH et de I’huile de lin. Les
souris sont réparties au hasard alternativement dans I’un ou l’autre des groupes et sont
considérées comme équivalentes au départ et différentes seulement en fonction qu’elles
recoivent ou non des AGPI N-3 dans leur di¢te. En comparant les résultats obtenus, ce devis
permettait de vérifier si le groupe expérimental se différenciait du groupe controle par rapport
a la répartition aléatoire considérée. De ce fait, si 'une ou toutes les observations furent
différentes entre les 2 groupes, la seule explication possible de cette différence demeure la
présence ou non de I’ADH dans la diete. Mais lorsqu’on introduit la variable de diete
hypercalorique, il faut tenir compte des effets que cette dicte peut avoir au sein des 2 groupes,

particulierement le groupe expérimental.
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2.3.3.2 Approche centrale

- Stimulation aigiie

Dans ce cas, il serait juste de considérer, une autre variante du devis qui est le devis
factoriel ou il est possible d’évaluer I’influence de plus d’un facteur, autant les effets propres
de chacun que ceux des combinaisons de ces facteurs. Dans ce type de devis, chaque souris
¢tait son propre contrdle puisqu’elle a regu dans un premier temps le véhicule, puis la faible
dose de I’agoniste GPR120, la dose maximale de 1’agoniste GPR120 et finalement 1’agoniste
GPR40. Nous avons réalisé nos injections a un rythme de J1, J3, J5 en laissant un jour
d’intervalle entre les injections. Cette période était suffisante pour éliminer I’effet de
I’injection précédente sur la suivante puisqu’au-dela de ce temps alloué il n’y avait plus d’effet

sur la prise alimentaire. Nous avons observé un retour a la normale de cette prise alimentaire.

- Stimulation chronique

La modification du protocole nous a menés a une étude de cohorte avec groupe de
contrdle parallele. Cette fois les groupes étudiés ont été répartis selon leur exposition ou non a
I’agoniste sans qu’il n’y ait d’influence sur 1’appartenance des souris a un groupe ou ’autre.
Les souris furent observées de fagcon prospective et sans connaitre I’impact de 1’injection

centrale de I’agoniste au niveau du systéme nerveux central.

Pour ce type de devis, le groupe expérimental est exposé a I’agoniste GPR120, alors
que le groupe « contréle » sert de groupe témoin et recoit le véhicule. Etant donné que les
souris sont réparties au hasard dans 1’un ou l’autre des groupes pendant la chirurgie pour
I’implantation des pompes (véhicule ou agoniste), elles sont considérées équivalentes au

départ et différentes seulement lorsqu’elles ont recu ou non I’agoniste au niveau central.
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2.3.4. Mesure des variables dépendantes

Les tests comportementaux ont été réalisés dans une pic¢ce attenante a 1’animalerie en
respectant les mémes conditions de température et d’humidité que la salle d’¢levage. Le
controle de la prise alimentaire et du poids a toutefois été réalisé dans la salle d’¢levage et
d’hébergement. Les animaux hébergés dans des cages individuellement ont été pesés avant
chacun des tests. Chaque test utilis¢ permet d’évaluer une composante comportementale
particuliére de 1’animal dont le niveau d’anxiété et de dépression, I’activité¢ locomotrice, la
balance énergétique, les capacités d’apprentissage, de mémorisation et de motivation

alimentaire.

2.3.4.1. Mesure du poids corporel

A I’aide d’une balance électronique et d’un récipient métallique, le poids des souris est
mesuré tous les 2 jours avant 10 h en les retirant de leur cage. Cette pratique est utilisée dans
plusieurs études afin d’effectuer la prise de poids des rongeurs. Comparativement aux
humains, la détermination du poids (en termes de surpoids ou d’obésité) chez les rongeurs

n’est pas évaluée sur I’indice de masse corporelle (IMC).

2.3.4.2. La composition corporelle

La masse grasse et la masse maigre sont estimées a partir du systtme EchoMRI
(Imagerie par résonance magnétique échographique) (Echo Medical Systems, Houston, TX,
USA) en moins de 4 minutes aupres de la progéniture agée de 20 semaines. Cette mesure non
invasive a été réalisée sur des souris conscientes et non sous anesthésie ou de sédatif. Cette

technique a été utilisée et validée par Nixon et al. [426].
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2.3.4.3. Mesure de la prise alimentaire

- Prise ad libitum

L’un des mécanismes les plus biologiques, physiologiques et comportementaux, qui
dépend du SNC est celui de I’instinct pour la consommation alimentaire. Afin de mesurer la
consommation alimentaire individuelle ad libitum, chaque souris a été placée dans une cage
individuelle. A tous les deux (2) jours, des mesures ont été prises a des moments précis de la
journée (avant 10 h, moment du début du cycle inversé) par la méme personne et avec les
mémes instruments (balance électronique et contenant en métal). La quantité de nourriture
consommée a été mesurée en tenant compte de la différence entre le poids de granules de

nourriture données I’avant-veille et le poids de granules restant le jour de la collecte.

- Tests de motivation alimentaire dans « ’operant chamber »

Le paradigme de ce test est concu afin d’évaluer le comportement de motivation
alimentaire. L'effet gratifiant du stimulus se refléte par la volonté et I’effort des rongeurs a
pour accéder a I’aliment fournissant un réconfort. La souris est habituée a un léger stress
quotidien, occasionné par la manipulation de I’examinateur. Elle s’habitue rapidement a cette
manipulation mineure, sachant que cette manipulation puisse la conduire a une récompense
alimentaire. Cet appareil fournit les moyens d’évaluer le niveau de volonté et d’effort de la
souris au travail (par exemple, appuyez sur une barre) pour obtenir un aliment savoureux, une
palette de sucrose. Il refléte ainsi 1’état de motivation de I’animal en déterminant un niveau
seuil de la valeur des récompenses obtenues. La chambre d’opérant (la boite de Skinner, nom
originel de son inventeur le professeur Burrhus Frederic Skinner) pour les souris (Med

Associates, Inc ; St. Albans, VT, USA, MED- 307W - DI1) est composée de polycarbonate
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mesurant 32cm x 25cm x 33cm. Elle est isolée afin de minimiser les stimuli
environnementaux extérieurs. Elle posséde un sol en grillage a barres horizontales espacées de
2 cm I'une de I’autre en acier inoxydable et d’un plateau en acier inoxydable en dessous
(permettant de recueillir les féces, 1'urine et les aliments non consommés). Elle contient un
capteur de stimulus sonore et des stimuli lumineux de repéres situées au-dessus de chaque
levier ainsi que d’un orifice distributeur fournissant des palettes granulées (ou granules) de 2
mg de saccharose préfabriquées et dosées par une compagnie (Bio-Serv, Frenchtown, NJ,
Precision Pellet, NJ, USA). La cage comprend deux leviers rétractables ultralégers (actif et
inactif). La presse du levier actif allume une lumiere (délai d’attente de 30 secondes) qui vient
libérer une palette de sucrose. La presse du levier non actif quant a elle n’a pas de
conséquence (pas de signal lumineux ni de livraison de palette de sucrose). La photo 8 nous

montre la souris activant un levier.

Stimulus sonore — e
Stimuli Iu.mineu\

Réservoir !
\Levier =

Distributeur

Récepracle

Figure 19: Operant Chamber

Source image: http://www.appsychology.com/operantconditioning
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Avant de réaliser I’expérience, les souris ont été entrainées pour appuyer sur le levier
actif afin d’obtenir une récompense. Afin d’augmenter la capacité et la vitesse d’apprentissage
pour la tache de répondre par la pression sur le levier actif, une 1égere réduction de la portion
alimentaire a été prescrite aux souris. Pour cela, elles ont regu environ 2 grammes par jour de
leur diéte ordinaire (soit une réduction d’environ de 50 % de leur ration de base) jusqu’a
réduction de 10 % du poids initial (durant 2-3 jours). Elles ont par la suite ét¢ maintenues a un
niveau de masse corporelle de 90 % en donnant environ 2,3 4 2,5 grammes par jour et ce,
pendant toute la durée de I’apprentissage (4-10 jours). Les souris ont été pesées
quotidiennement afin de s’assurer qu’elles ne perdent pas plus que 10 % de leur poids initial et
la quantité de nourriture a été ajustée en conséquence. A 1’Age d’environ 21 semaines, les
souris de chacun des groupes ont été évaluées a tous les jours dans le « operant chamber »

pendant 1 heure pour ensuite retourner dans leur cage respective.

Pendant ces séances d’entrainement, les souris apprennent en premier lieu sur un
calendrier a ratio fixe 1 a appuyer sur le levier actif désigné afin d’obtenir un aliment
savoureux (récompense alimentaire délivrée : palette de sucrose), (FR1) (ou une presse du
levier actif offre une seule palette de 20 mg de I’aliment savoureux). L’attribution de levier de
droite et de gauche a été balancée entre les souris et le nombre maximum de 50 granules (1
gramme) pouvant étre obtenu lors de la session de 1’expérience totalisant 1 heure. Le nombre
de pressions correctes (levier actif) et incorrectes (levier inactif) a été enregistré. Lorsque les
souris ont atteint plus de 80 % de réponses positives (levier actif donnant une réponse
correcte) pendant trois jours consécutifs elles ont été transféré a 1’étape du ratio fixe 1 suivi de
5 secondes de temps d’arrét (timeout; TO) (FR1/TO-5), puis a un ratio fixe 5:1 (FRS) (5

réponses correctes pour une seule récompense). Nous avons terminé I’expérience avec un ratio
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progressive ou le nombre de pressions sur le levier actif pour obtenir une palette fut augmenté
au cours des essais en utilisant le calendrier de renforcement progressif (PR) suivant du
rapport : 1,2, 4, 8, 12, 16, 24, 30. Grace au PR, I’animal doit effectuer un nombre croissant de
réponses positives (presser sur un levier actif) afin d’obtenir sa récompense alimentaire
palatable, cela fournissant une valeur seuil indicative des variations du nombre de récompense
par la nourriture. Cette augmentation de ratio progressif (PR) est considérée en tant que
motivation accrue pour 1’obtention de nourriture [427]. Lorsqu’une souris échoue dans une
séance de ratio spécifique pendant deux s€ances consécutives cette limite est appelée le point
d’arrét, utilisé dans I’analyse. Ce point seuil ou point d’arrét (break point) correspond a la
limite de 1’effort fournit par I’animal pour obtenir sa récompense. La motivation alimentaire
est mesurée en fonction du seuil de réponse afin d’obtenir I’aliment savoureux. Plus un animal
est motivé a travailler fournir un effort et plus il obtiendra des granules de sucrose [428, 429].
A noter qu’au cours de 1’expérimentation, les souris n’ont pas été placées sous restriction
alimentaire. Apres chaque session, les souris ont été remises dans leurs cages respectives ou

elles ont eu acces a de la nourriture réguliere de base et a I’eau a volonté.

2.3.4.4. Evaluation du comportement de type anxieux et dépressif

Les différentes expériences régulierement utilisés pour 1’étude comportementale d’un
rongeur adulte reposent sur le principe de laisser I’animal explorer spontanément son
environnement tout en relevant des différences variables et précises procurant les
renseignements sur le registre comportemental de 1’animal. Chacune des souris a été exposée
au hasard a un test de comportement unique dans le temps et n’a jamais eu a refaire le méme

test afin d’éviter les biais d’accoutumance potentielle.
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Le comportement de type anxieux se traduit par un conflit « approche-évitement »
entre I’envie naturelle du rongeur d’explorer un environnement nouveau (comportement
exploratoire inné) et sa peur des espaces ouverts (qui ne le protégent pas des prédateurs). La
mesure d’un tel comportement a été réalisée a I’aide de deux appareils largement utilisés afin
d’évaluer le niveau d’anxiété des animaux et pour mesurer différents anxiolytiques, anciens et
nouveaux [168, 408] : [’Elevated Plus Maze (EPM) communément appelé le labyrinthe en
croix surélevé (LCS) et ['open-field test (OFT) ou test a champ ouvert. Nous avons jugé au
préalable de réaliser nos expériences dans une salle éclairée en lumicre blanche contrairement
a d’autres études comportementales utilisant une salle éclairée avec une lumicre rouge et
faiblement perceptible par les rongeurs [430]. A cet effet, il a été démontré que la différence
entre la présence ou I’absence de lumiére blanche peut modifier le comportement de I’animal

[431].

2.3.4.4.1. Le labyrinthe en croix surélevé (LCS)

Principe : Basé sur les travaux de Montgomery [432], le labyrinthe en croix surélevé a
¢été mis au point par Handley et Mithani [433] puis validé chez le rat par Pellow et al., [434] en
1985. Cette expérience fut basée sur le comportement des rongeurs face a leur aversion
naturelle envers les zones ouvertes et élevées, anxiogenes, par crainte du vide, ainsi que du
conflit interne entre la motivation innée d’explorer et un nouvel environnement [435, 436]. Le
LCS est le test ayant démontré la meilleure sensibilité aux effets anxiolytiques du diazépam et

du chlordiazepoxide [437, 438]. La figure 20 nous illustre le LCS.

Dispositif : Le LCS (Med Associates, Inc., St Albans, VT, USA) est composé de quatre

bras : deux bras fermés (BF; 30 x 8 x 15 cm) et deux bras ouverts (BO; 30 x 8 x 15 cm) qui se
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croisent a une intersection par une zone centrale (ZC; 8 x 8 cm) donnant I’apparence d’une
croix surélevée a 60 cm par rapport au niveau du sol a I’intérieur d’une piscine vide ( de telle
sorte que si une souris devait tomber de 1’'un des bras ouverts elle n’aurait aucun moyen de
s’en échapper. Lors du test, I’appareil est entouré d’un rideau en plastique uniforme de sorte
que I’examinateur soit a I’abri de la vue de 1’animal et qu’il n’y ait aucun signal contextuel
pouvant influencer son entrée dans 1’un des bras. La ZC et les BF représentent des espaces
protégés et non anxiogenes tandis que les BO sont des zones découvertes, aversives et
anxiogénes. Des études validées par les anxiolytiques ont permis d’établir une corrélation
entre le niveau d’anxiété de ’animal et la période de temps passé dans les BO [439]. La Photo

9 représente le LCS ou EPM.

Procédure : Au début de I’expérience, la souris est déposée délicatement dans la ZC et

la téte orientée vers un BO la laissant libre d’explorer son environnement pendant 5 minutes.

Variables mesurées : La distance parcourue en metres, les fréquences et la durée dans
chacun des bras sont filmées et enregistrées a I’aide d’une caméra vidéo fixée au-dessus du
labyrinthe et connectée a un ordinateur par le logiciel Ethovision XT pendant une durée de 5
minutes. Une réduction du pourcentage du temps passé€ et du nombre d’entrées dans les BO
sont pris en compte a titre indice d’anxiété et ce, indépendamment de 1’activité locomotrice.
Plus la souris passe de temps dans les BF et plus son niveau d’anxiété est ¢levé. Un animal
ayant un comportement de type anxieux aura naturellement tendance a préférer les bras fermeés
aux bras ouverts [440]. Apres chaque essai, la souris est retirée et replacée dans sa cage. Tous
les bras et la zone centrale sont nettoyés avec une solution d’éthanol (ETOH 70 %), afin

d’éviter afin d’éviter les interférences possibles causés par la souris précédente comme par
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example, des odeurs, des résidus alimentaires, des féceés et I'urine. Cette technique de
nettoyage est utilisée dans la majorité des études comportementales chez les rongeurs et a été

vérifiée dans le protocole des tests du conditionnement de trace et de la peur [441].

| = | |
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Figure 20: Illustration du Labyrinthe en croix surélevé.

BO : Bras ouvert ; BF : Bras fermé
2.3.4.4.2. Le test a champ ouvert

Principe : Mis au point par Hall et Ballechey [442], cet appareil permet d’évaluer I’état
émotionnel de type anxieux ainsi que le niveau d’activité locomotrice et exploratoire de
I’animal. L expérience est basée sur le comportement aversif naturel de I’animal a 1’égard des

environnements découverts.
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Dispositif : 11 s’agit d’une aréne a espace ouvert, de forme carrée (50 x 50cm) et d’une

hauteur de 30 cm. Le plancher est divisé en 3 zones carré de taille différente et imbriquée afin
de délimiter une zone centrale (ZC), intermédiaire (ZI) et périphérique (ZP) a proximité de la
paroi. Ainsi plus I’animal passe de temps dans la ZP (représentant une zone protégée) et moins
il est anxieux. A I’inverse, plus il passe de temps dans la ZC (représentant une zone anxiogéne
puisqu’elle est découverte) et plus il est anxieux. La Photo 10 représente 1’appareil de I’Open

field ou le champ ouvert. La figure 21 illustre le champ ouvert.

Procédure : La souris est placée initialement a un angle de I’aréne et laissée libre
d’explorer son nouvel environnement pendant 5 minutes pour explorer son nouvel
environnement. La session se déroulant dans une salle éclairée a la lumiére blanche normale
est filmée et enregistrée par le logiciel Ethovision XT afin que les données soient analysées

par la suite.

Variables mesurées : La distance totale parcourue (métres) et le temps passé dans
chacune des zones permettent d’évaluer le niveau d’anxiété de I’animal observé. Par sa
simplicité et sa rapidité d’analyse [443], /'open-field est couramment utilisé pour I’étude du
comportement animal en laboratoire. Plus I’animal demeure preés des murs et plus il est
anxieux. La contrainte dans /’open-field est par contre moins forte que celle créée dans le
LCS, ce qui permet de détecter des variations plus sensibles du niveau d’anxiété des animaux
[444]. Aprés chaque essai la souris est retirée et replacée dans sa cage. Tout le champ est

nettoyé€ avec une solution de ETOH 70 % avant le test de 1’autre souris.
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Figure 21: Illustration de /'Open-field

ZP : Zone périphérique ; ZI : Zone intermédiaire ; Zone centrale
2.3.4.4.3 Le test de suspension caudale (TST)

Principe : Le test de suspension par la queue automatisé¢ (Med Associates, St Albans
VT) a été utilisé afin de déterminer le comportement de type dépressif. La contrainte
hémodynamique a 1’effet d'étre suspendu d'une facon incontrolable par la queue force 1’animal
a se livrer a trois types de mouvements pour essayer de s’échapper: (1) des mouvements de
courir en avant ou en arriere; (2) des torsions du corps avec des tentatives pour attraper le
corps suspendu; et (3) des secousses du corps suivi temporellement par des épisodes

d'immobilité [445, 446].

Dispositif : Le dispositif automatisé (Med Associates, St Albans VT) est composé
d'une boite (taille de la boite:32 x 32 x 33 x 33 cm) ouverte sur la face avant avec une barre
verticale en aluminium (taille de la barre: 11,5 x 2,2 x 0,15 cm) et un crochet suspendu par le

haut permet de relier la boite a un capteur détectant les mouvements de la souris.

93



Procédure : La souris est suspendue par la queue et fixée a un ruban adhésif pendant 6
minutes au crochet. La durée totale d'immobilité est calculée le moment ou la force des
mouvements de la souris est inférieure a un seuil prédéfini. Le seuil inférieur optimal est
déterminé en comparant les résultats de I'immobilit¢é avec des résultats de l'appareil
automatisé. L’immobilit¢ est définie lorsqu’il y a absence de mouvements initiés et
balancement passif. Un seuil supérieur est également déterminé afin de détecter uniquement

les mouvements vigoureux.

Variables mesurées: L'équipement automatique controle la durée d'immobilité en
dessous du seuil inférieur. La vigueur de l'activité est quantifiée et correspond soit a des
mouvements de torsion du corps soit & des mouvements de secousses au-dessus du seuil
supérieur. Aprés chaque essai la souris est détachée du crochet et replacée dans sa cage.
L’intérieur de 1’apparatus est nettoyé avec une solution de ETOH 70 % avant de tester la

prochaine souris.

| |
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Figure 22: Représentation schématique de la mobilité et I’'immobilité dans le test de
suspension caudale.
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2.3.4.5. Les modifications de la dépense énergétique

Afin d’évaluer leur dépense énergétique les souris sont soumises a des mesures
calorimétriques indirectes. En effet, la chaleur produite par les processus métaboliques peut-
étre calculée a partir des échanges gazeux (consommation d’O; et rejet de CO.), pendant une
période de 4 a 5 jours consécutifs par 1’utilisation d’un systeme de surveillance spécial pour
souris « Comprehensive Lab Animal Monitoring System » (CLAMS; Columbus Instruments,
Ohio, USA), communément appelé cages métaboliques. Les souris sont familiarisées, pendant
une période de 2 jours aux cages métaboliques en plexiglas fermées hermétiquement dont le
volume est adapté a la morphologie des souris afin de minimiser le volume mort. Par la suite,
les mesures sont recueillies pour la balance des 72 heures nous fournissant ainsi des données
du cycle de jour (22:00-10:00) et du cycle de nuit (10:00-22:00). Le systéme comprend 10
cages placées dans une enceinte fermée et isolée a température ambiante maintenue proche de
la température ambiante dans laquelle les souris sont hébergées. Les cages possedent un
orifice assurant ’entrée d’air et une sortie sur le c6té opposé a cette entrée. Cette sortie est
reliée a un systeme de pompe qui aspire I’air a débit constant pour ensuite I’envoyer dans un
circuit d’analyse de gaz. Le débit des pompes est mesuré¢ par un débitmetre massique
(précision <1 %; Tylan FM 380) est de 1 L/min. Le systeme d’acquisition procure en temps
continu et en temps réel une valeur de fraction de CO> et une valeur de fraction d’O; dans la
sortie de la cage ainsi que l’activité totale, la dépense énergétique basale, [’activité
ambulatoire et ce, toutes les 14 minutes, pour chacune des cages. Ces mesures sont réalisées
grace au «CLAMS data eXamination Tools» (CLAX), un logiciel adapté a I’appareil, qui a la

fin de D’expérience analyse systématiquement et accumule les données de tous les jours,
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donnant des résultats continus [447]. Dans les cages métaboliques, les souris ont libre acces a

la nourriture et a ’eau.

2.3.4.6. Evaluation du métabolisme glucidique et la tolérance a I’insuline de la
progéniture

L’¢évaluation du métabolisme glucidique des souris a été effectuée en mesurant la
glycémie a jelin lors de 2 tests différents. Débutant par le test de résistance a I’insuline puis par
le test d’hyperglycémie provoquée par voie orale. Le test de mesure de résistance a I’insuline a
¢été réalisé en suivant le protocole décrit par Poitout [448]. Les souris agées d’environ 21
semaines ont été privées de nourriture pendant quatre heure (4h +/- 30 min) pour ensuite étre
pesées et placées dans des cages neuves avec grillage. La dose d’insuline administré aux
souris (0.9 U/kg ou 0.1 ml/10g) a été aspirée avec une seringue de 1 cc munie d’une aiguille
de 25G. On a mesuré la glycémie de départ (t=0) et on a administré la quantité d’insuline
diluée par injection intra-péritonéale en contrdlant les glycémies a 15min, 30min, 45min,
60min, 90min et 120min. A la fin de ’expérience les souris ont été transférées dans une cage
avec de la nourriture et de I’eau. L’insuline utilisée était le Humulin-R 100U/ml (Eli Lilly, HI-

120).

Deux semaines apres ce test de résistance a ’insuline nous avons procédé au test de
tolérance au glucose faisant suite a 1’hyperglycémie provoquée par voie orale. Le protocole
suivi a été réalisé tel que décrit par Poitout [448]. Les souris agées d’environ 23 semaines ont
été cette fois-ci privées de nourriture le soir avant 1’expérience prévue le lendemain (soit 16h
+/- 30 min). Les souris avaient été placées dans des cages neuves avec grillage afin d’éviter

qu’elles mangent leurs féces ou les restes de nourriture dans le fond de leur cage. Elles ont été
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pesées le jour du test. On a calculé le dosage de dextrose 20 % a administrer a chacune des
souris (soit 2g/Kg) I’équivaut de 0.01ml/kg (gr) ayant été aspirée par une seringue de 1 cc
munie d’une aiguille a gavage adaptée pour les souris. On a mesuré la glycémie de départ
(t=0) puis administré immédiatement la solution glucosée par gavage afin de contrdler les
glycémies a 15min, 30min, 45min, 60min, 90min et 120min. A la fin de ce test, les souris ont
¢été transférées dans une cage avec de la nourriture et de I’eau. La mesure de la glycémie a été
réalisée en déposant une goutte de sang de la souris sur une bandelette pour glucomeétre (Accu-
Check Advantage) ayant ¢été obtenue en sectionnant le bout de la queue. La lecture de la
glycémie a été effectuée a partir du glucomeétre correspondant a la bandelette (Accu-Check

Advantage).

2.3.5. Collecte et traitement des données

La collecte des données est établie selon les différents processus expérimentaux
précédemment décrits. L ensemble des données sont collectées et analysées par moi-méme,

auteure du protocole et de ce document de these.

Les fiches de collectes de données pour I’OGTT et I’IP-ITT sont présentées en annexe
8. Les données collectées sont saisies a I’aide du logiciel Microsoft Excel version 2007 puis
transférées dans graphpad prism version 6.0 pour la réalisation des graphiques. Les autres
données sont automatiquement collectées par les logiciels et transférées dans graphpad prism
version 6.0 pour la réalisation des graphiques. Des fréquences absolues, la médiane, le
minimum et le maximum seront calculés afin de détecter les valeurs aberrantes (outliers). Ces
valeurs aberrantes ont été effectué par un test de Grubb’s (aussi appelé méthode « extreme

studentized deviate test — ESD ») dans graphpad prism version 6.0 visant a déterminer si
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certaines valeurs étaient statistiquement aberrantes (a p<0.05). Advenant qu’une ou plusieurs

valeurs soient aberrantes, elles ont été exclues des analyses.

2.3.6. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 6
(San Diego, CA, USA) et présentées exprimés en moyennes = 1’erreur type (SEM). L’analyse
de variance a deux voies (Two-way ANOVA) suivi du test de Sidak’s a été utilisée pour les
comparaisons multiples dans le premier article, tandis que 1’analyse de variance a deux voies
(two-way ANOVA) suivi du test de Bonferroni post-tests a été utilisé pour les comparaisons
multiples. Les résultats ont été et considérés significativement différents pour un p < 0,05.
Dans une méme journée d’expérimentation, 1’ordre des animaux fut évalué de manicre
aléatoire entre les différents groupes afin d’éviter I’effet de cycle circadien sur 1’activité des
souris. Les différentes analyses statistiques employées seront détaillées ultérieurement et

séparément pour chaque article.

2.3.7. Considération éthique

Les recommandations pour I’utilisation et 1’élevage d’animaux de laboratoire ont été
respectées selon les protocoles d’expérimentations qui ont été approuvés par le comité
d’éthique en expérimentation animale de I’Université de Montréal. Vous trouverez en annexe
9 les différents documents d’acceptation de notre protocole de recherche enregistré au numéro

An10038SF ainsi que les accords des coauteurs pour les différents articles.
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Chapitre 3: Perinatal deficiency in dietary omega-3 fatty
acids potentiates adiposity and suppresses locomotor

activity on a high-fat diet
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Abstract

Objective: To determine the impact of dietary deficiency in omega-3 fatty acids (N-3) during
the perinatal period on energy balance, food-motivated behavior and anxiety in mice fed a
high-fat or chow diet.

Methods: Pregnant C57Bl6 mice were submitted to a diet that was either deficient or
sufficient (control) in N-3 fatty acids until post-natal day 21. Male pups (litters of 7-10 pups)
were weaned onto a regular chow diet. Brain fatty acid profiles of offspring were measured via
gas chromatography mass spectrometry. Adult mice were trained and tested in a progressive
ratio operant task to assess the rewarding effects of sucrose. Food intake and body weight
were measured in another group of mice subjected to a high-fat or control diet followed by
behavioral measures of anxiety-like behavior (elevated-plus maze and open field test).
Results: Perinatal dietary N-3 deficiency decreased brain concentrations of N-3. N-3
deficiency had a tendency to increase the number of sucrose rewards earned in the operant
task but did not affect operant learning. Conclusion: Perinatal deficiency in N-3 can promote
a trend in motivation for rewarding food and in the context of high fat diet can altered anxiety
and body weight. These findings support evidence suggesting adequate dietary N-3 as a means

to protect against weight gain and associated pathologies.

Keywords: omega-3 deficiency, energy balance, perinatal, anxiety, high-fat diet, food-

motivated behaviour.
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Introduction

Coinciding with rising obesity rates, the last century has witnessed a major increase in
the intake of saturated fats along with a decline in essential omega-3 polyunsaturated fatty
acids (N-3) [1]. This situation has dramatically lowered the N-3 to N-6 polyunsaturated fatty
acids (PUFA) ratio in the western diet [2]. Excess saturated fat intake is associated with
weight gain and obesity and both saturated high-fat diet (HFD) and reduced N-3 consumption
are individually linked to impairments in emotional processes and heightened risk of
neuropsychiatric disease. Dietary deficiency in N-3 has been shown to increase anxiety-like
behaviour in rodents [3, 4] whereas insufficient N-3 intake is associated with increased
incidence of depressive and anxiety disorders [5-7]. We previously found that prolonged
intake of a saturated high-fat diet (HFD) promotes anxiety-like behavior [8, 9] and diminishes
brain reward function [10] in rodents. Similarly, high-fat feeding and obesity in humans is
associated with reward impairments [11] and increased risk of mood disorders [12-15].
Despite these findings, the impact of N-3 dietary deficiency and its interaction with a saturated
high-fat diet in the control of feeding, energy balance and development of anxiety is poorly

understood.

Docosahexaenoic acid (DHA), eicosapentaenoic acid (EPA) and alpha-linolenic acid
(ALA) are the three main N-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA). As a key structural
component of cell membranes [16], DHA accumulates in the brain during perinatal
development whereas dietary deficiency during this period leads to brain DHA depletion [17]
and associated behavioural impairments [18]. Accordingly, several lines of evidence suggest
that DHA has neurotrophic [19], neuroprotective [20], anti-inflammatory [21] and even
anorectic functions in the brain [22], including in regions governing the appetite, energy
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balance and mood. While inadequate dietary N-3 is linked to increased risk of metabolic
disease [23], little in known about how the lack of N-3 deficiency affect appetite, energy
balance and mood in the context of a saturated HFD. Here we determined the influence of
perinatal N-3 deficiency during the perinatal period on the rewarding effects of food, feeding

and body weight and anxiety-like behaviour in mice on a chow or HFD.

Materials and methods

Animals and Diets

All procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee of the CRCHUM.
Virgin male and female C57B1/6 mice (Charles River, St Constant, Canada) received at 6-7
weeks of age were maintained in an environmentally controlled room (22-24°C) with ad
libitum access to standard chow and water. Mice were acclimated to a reverse light/dark cycle
for at least 7 days before initiation of experiments. All behavioural testing was carried out in

the dark phase.

Female mice were time-mated using polygamous breeding scheme (2 female: 1 male).
Upon verification of the vaginal plug (gestational day 0: GD0) female mice were individually
housed and randomly divided into one of two groups: N-3 deficient (“N-3 Def”) or N-3
adequate (“N-3 Ad”) diet. All diets were custom made by Dyets Inc., were vacuum-sealed
under nitrogen, and stored in the dark at 4°C until presentation to mice at room temperature.
The experimental diets (Table 1) contained identical amounts of protein, carbohydrate and fat
and varied only in the type of fat: As compared to the N-3 Ad diet, the N-3 Def diet lacked
flaxseed oil and purified DHA (from algae) and was compensated with a higher content of

coconut and safflower oils. Dams (and eventually offspring) consumed these diets from GD2-
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3 until 3 weeks after birth when offspring were weaned. Mice derived from litters of 7 to 10
pups were selected for further study. Male pups were weaned onto a standard chow diet at 3
weeks of age and group housed whereas female mice were sacrificed for brain lipid analysis to
confirm that diets had the expected effect on brain lipid species content. At 6 weeks of age,
male mice were individually housed and continued either on a chow diet or a saturated HFD
(58% kcal fat as hydrogenated coconut oil; D12231, Research Diets, Inc., New Brunswick,

NJ).

Experimental Procedures
Brain fatty acids

Brains were quickly dissected and snap frozen. Brain fatty acid composition was determined

using gas chromatography mass spectroscopy according to published procedures [24].

Metabolic assessments

Food intake and body weight were measured daily just before dark cycle onset in a second
group of mice (N=45) consuming chow or high-fat diet (HFD) from 6 to 20 weeks of age. At
20 weeks of age fat and lean mass were measured in all mice using an EchoMRI (Echo
Medical Systems, Houston, TX, USA). Locomotor activity (horizontal distance) was measured
in an open field.

Food-motivated operant responding

A group of mice (N=13) consuming the chow diet were trained to press an ultra-light
retractable lever for a food reward (20 mg sucrose pellet, Bio-Serv) in mouse operant cages
(Med Associates, Inc.) on a progressive ratio (PR) schedule of reinforcement as described

previously [25]. Briefly, mice were mildly food restricted in order to acquire the lever-
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pressing task on a fixed-ratio (FR)-1 followed by a FRS5 and PR schedules of reinforcement.
Mice were returned to ad libitum feeding conditions during PR training. The number of active
lever presses, rewards earned and the breakpoint ratio (last ratio successfully completed) were
calculated by MedPC software (Med Associates, Inc).

Elevated Plus Maze

The elevated plus maze (EPM) was used as a primary test of anxiety-like behaviour in mice at
26 weeks of age, while still on their respective diets. Each mouse was placed in the middle of
the elevated-plus maze (EPM; Med Associates, Inc., St Albans, VT, USA) facing the open
arm opposing the experimenter. Movement in the maze was recorded and tracked for 5 min by

an overhead video camera connected to a PC with Ethovision XT software.

Open field test

The open field test (OFT) was used as a secondary measure of anxiety-like behaviour in the
same mice as above at 28 weeks of age. Each mouse was placed in the middle of the arena and
allowed to explore the field for 5 min. Time spent in the center of the arena, center entries,
were recorded and tracked by an overhead video camera connected to a PC with Ethovision
XT software.

Statistical analysis

Data were analyzed using GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA) and presented as means +
standard error of the mean (SEM). A two-way ANOVA with Sidak’s multiple comparison
tests was used to compare FR1 responding, lever responses, body weights, body composition,
food intake, and anxiety. An unpaired t-test was used to compare rewards earned on the PR

task. Criterion for statistical significance was set at p<.05.
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Results

Brain fatty acid profile

N-3 Def mice had a lower N-3/N-6 fatty acid ratio in the brain as compared to N-3 Ad mice
(Table 2). Decreases in DHA and total N-3 did not reach statistical significance (p=.09), but
EPA and docosapentaenoic acid (DPA, 22: 5n-3) were significantly lower in N-3 Def mice.
While these measures were carried out in females rather than males used for remaining
experimentation, previous work suggest there is no difference in DHA accumulation in brain
membranes phospholipids between males and females subjected to the same N-3 deficient diet

[26].

Perinatal N-3 deficiency increases fat mass and reduces locomotor activity on a high-fat
diet but fails to affect feeding
N-3 deficiency and HFD had main effects to increase body weight (Fig. 1A, B) and fat mass
(Fig. 1C), however pairwise comparisons revealed that only N-3 Def mice on HFD showed
significant increases in body weight and fat mass at 20 weeks of age relative to controls. N3
Def mice on the chow diet had slight increases in lean mass relative to controls (Fig. 1D).
While HFD increased caloric intake as expected, there was no difference between N-3 Def and
N-3 Ad mice (Fig. 1E) on either diet suggesting that decreased energy expenditure contributes
to increased body weight and fat mass of N-3 Def mice. In support of this idea, there was a
main effect of N-3 deficiency to decrease ambulatory locomotor activity and a specific
reduction in locomotion in N-3 Def mice consuming a HFD (Fig. 1F).

Although no changes in free-feeding intake under chow and HFD conditions were

observed, we next sought to establish if effort-based behaviour for palatable sucrose was
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altered by N-3 deficiency in chow-fed mice. Relative to N-3 Ad mice, N-3 Def mice showed
no impairment in operant learning (Fig. 2A) nor alterations in the proportion of correct vs.
incorrect lever presses (Fig. 2B). Evaluation of the number of reward earned and breakpoint
response threshold on the PR task also did not reveal significant differences, however there

was a trend (p=.08) for increased sucrose pellets earned for the N-3 Def group (Fig.2C).

Perinatal N-3 deficiency increases anxiety in the open field test

As N-3 deficiency has been shown to increase anxiety-like behaviour we set out to determine
if perinatal N-3 deficiency differentially modulates anxiety-like behaviour on a chow and
HFD. As illustrated in Figure 3, anxiety-like behaviour between N-3 Def and N-3 Ad mice did
not vary according to diet. There were however main effects of N-3 and HFD to decrease
entries (Fig. 3A) and center time (Fig. 3B) in the open field test. In addition, there was a main
effect of HFD to decrease open arm entries in the EPM (Fig. 3C) but no change in open-arm

time and no influence of N-3 deficiency in the EPM (Fig. 3C, D).

Discussion

During the past decade several studies have targeted the polyunsaturated fatty acids
(PUFAs) as natural compounds that have important properties for health [27]. In the present
study, we report that inadequate N-3 intake during the perinatal period leading to reduced
brain N-3 concentrations potentiates body weight and fat mass gain on a HFD. Furthermore,
the actions of N-3 dietary deficiency to increase adiposity during high-fat feeding were due to
decreased energy expenditure as evidenced by comparable caloric intake and blunted

locomotor activity. Despite no changes in free-feeding, N-3 deficiency in mice subjected to an
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effort-based feeding task, produced a trend for increased motivation for palatable sucrose.

Finally, N-3 deficiency increased anxiety-like behaviour similarly in chow and HFD mice

Comparing the impact of a diet that is devoid in N-3 versus one containing purified
DHA plus flax seed oil, our results demonstrate that dietary deficiency in N-3 during perinatal
development (~6 weeks) decreases EPA, DPA and a trend for lower DHA and produces a
compensatory increase arachidonic acid (AA; 20:4n6) in the brain. These results are in
agreement with previous study of whole brain fatty acid analysis in this mouse strain on N-3

deficient diet [28].

Despite the presence of homeostatic mechanisms in the CNS [29], the rewarding
effects of palatable food can promote overeating and weight gain [30]. This pattern may play
an important role in obesity or can emphasize a myriad of other factors that contribute to
obesity. Perhaps the tendency to overeat in the N-3 Def mice fails to rely on inhibitory control
mechanisms to limit the impact of this tendency since they have a lack of certain important
nutrients in uterus. Since our N-3 deficient mice had more % of fat mass than the N-3 Ad
group, we can suppose that obesity in itself may be an important factor modulating the
tendency to work for food. Even thought that Berthoud et al. [31] reported that obese rats feed
with a high-fat diet showed a reduced tendency to work for food; an imaging studies suggest
that obese relative to lean individuals show greater activation of the gustatory cortex and oral
somatosensory regions in response to anticipated intake and consumption of palatable foods

[32].

Thus, our study is mainly about behavior, we do know that in a biochemical point of

view, the literature around the dopaminergic (DAergic) function is very complex [33] since
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dopamine (DA) is highly selective for particular aspects of food motivation while leaving
others basically intact [34, 35]. It remains to be seen if the dietary changes in the composition
of N-3 PUFA will result in specific neurochemical changes in the circuits of dopaminergic
neurons involved in learning and feeding motivation. We can think that the impairement of the
dopamine tone may be contributing to the increased appetite in the offspring of N-3 deficient
dams as it does in other rodent and human models of obesity [36].

Knowing that saturated fatty acid can induce inflammation and neuro-degeneration in
the brain, causing anxiety, our results did not show any overall effect of N-3 and HFD to
express the anxiety-like behaviour in either the open field or the EPM. Whereas the anxiety-
like behaviour between N-3 Def and N-3 Ad group did not change according to either the
HFD on the regular diet. This may be due to the fact that in a first place, we have a higher
concentration of AA derived pro-inflammatory eicosanoids in the brain of N-3 Def mice and,
consequently, the accumulation of N-3 PUFAs in the brain like EPA, DPA-derived mediators,
which are anti-inflammatory are lower [37, 38]; and in a second place the effect of the HFD
itself is a pro-inflammatory inducer [39] as we saw that the HFD itself cause a selling effect
since the N-3 deficiency already increase the anxiety-like behavior. When comparing the two
anxiety tests, we saw a trend of anxiety-like behaviour in N-3 deficient mice either on chow or
HFD in the open field test whereas no difference where seen in the EPM. It is not surprising,
since results can be different regarding the type of test used. Other studies including more
mice need to be assessed to our hypothesis. And last but not least, N-3 PUFA also have
important signalling actions, including via receptors such as GPR120 [40], which are

suggested to mediate some of the anti-anxiety actions of N-3 PUFA.
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A limitation of our study is that we cannot generalize our results in male mice to the
female, since we know that intrinsic biological variations such as hormonal cycles of the
females that require more specific techniques for the manipulations, the disproportionate
impact that may have some diseases by sex, are causes for consideration. Also, knowing the
health benefits associated with N-3 supplementation and the reduction of N-6 [41]. It would be
interesting to have the same experiment with an N-3 supplemented group.

In summary, the present study demonstrates that a dietary N-3 deficiency during
perinatal period have increase the body weight and the fat mass of male offspring placed on
HFD but only increases the lean mass on regular chow. It did not change ad libitum food
intake either on HFD or regular chow but has a trend to increase the motivation for sucrose. It
affects the anxiety level showed with the Elevated Plus Maze and the Open Field. The quality
of food affects the appearance of many mood disorders in a large population of adults [42].
The present study demonstrates that perinatal N-3 deficiency can increases food-related
behavior and affect anxiety on a HFD and thus suggest a dietary rich in N-3 during this
specific period in order to prevent changes in the neural circuitry regulating appetite and
emotion that can promote weight gain in the context of a high-fat diet.
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Figure Legends

Figure 1. Perinatal N-3 deficiency increases body weight and fat mass and decreases
locomotor activity on a high-fat diet

A. Body weight gain over course of 14 weeks on a chow or high-fat diet (HFD). B. Body
weight of N-3 Def mice on a HFD, but not on chow diet, was increased at 20 weeks of age
relative to N-3 Ad controls (p<.005). C. Fat mass was significantly elevated in N-3 Def mice
on the HFD (p<.0005). D. Heightened lean mass of N-3 Def mice on chow diet (p<.005). E.
Cumulative food intake was similar between N-3 Def and N-3 Ad mice on chow or HFD
(main effect of HFD, p<.0001). F. N-3 mice on the HFD exhibited reduced locomotor activity

(main effect of N-3, p<.05). Mean + SEM. Pairwise effects: *p<05; **p<.005.

Figure 2. Tendency for heightened sucrose-motivated behaviour in N-3 def mice

A. Operant learning on an FR1 schedule was similar between N-3 Def and N-3 Ad mice. B.
The proportion of correct versus incorrect lever presses was unchanged. C. Trend towards
increased number of sucrose rewards earned on the PR schedule of reinforcement in N-3 Def

mice (p=.08). Mean+SEM.

Figure 3. N-3 deficiency increases anxiety-like behaviour in the open-field test

A. N-3 deficiency (p<.05) and HFD (p<.05) reduced the number of entries into the center of
the open field. There was no interaction between diets. B. The amount of time spent in the
center of the open field was reduced by N-3 Def (p<.05) and HFD (p<.05). There was no
interaction between diets. C. There was a main effect of the HFD to reduce the number of
entries into the open arm (p< 0.0001) of the EPM but N-3 deficiency did not affect the number
of open arm entries. D. No influence of either diet on time spent in the open arms of the EPM.

Mean+=SEM
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Table 1. Diet composition

Ingredients N-3 N-3
Adequate Deficient
(a/ka) (a/ka)

Vit (No Casein) 200 200
L-cystine 3 3
Comstarch 150 150
Sucrose 100 100
Dextrose 199.48 199.48
Maltose Dextrin 150 150
Cellulose 50 50
Safflower Oil 17.7 19
Coconut oil 7499 81
DHA (from algae}) 3 o
TBHQ 0.02 0.02
Vitamins 10 10
Choline Bitartrate 25 25
Flaxseed Oil 4.81 0
Minerals 35 35
Kcal/g 39 39
Total 1000.00 1000.00
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Table 2. Brain polyunsaturated fatty acid profile

Fatty Acid N-3 Ad N-3 Def P value
DPA C22:5n3 0.051 0.035 *

EPA C20:5n3 0.018 0.0018 rE

DHA C22:6n3 23.79 19.96 0.09
Total n-3 23.9 18.74 0.09

AA C20:4n6 11.40 15.27 b

Total n-6 12.22 15.48 b

Ratio DHA/AA 210 1.26 b

Ratio n-3/n-6 2.07 1.33 b

DPA, docosapentaenoic acid; EPA, eicosapentaenoic acid; DHA, docosahexaenoic
acid; AA, arachidonic acid; n-3, omega-3 polyunsaturated fatty acid; n-6, omega-6
polyunsaturated fatty acid. Values are expressed as mean percentage of total fatty
acid £ SEM; *P < 0.05, P < 0.01,™P < 0.001
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Figure 2
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Supplementary Figure 1. Whole brain fatty acid profile of N-3 Def and N-3 Ad female mice.
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Les interventions diététiques qui visent a accroitre les effets thérapeutiques des acides
gras polyinsaturés ne sont pas concluants, puisque les concentrations circulantes d’ADH ne
sont pas suffisamment élevées pour fournir une réponse durable et profonde. Cependant,
I’activation pharmacologique des récepteurs d’acides gras libres par des agonistes a été
démontrée et peut étre une voie prometteuse pour le traitement des maladies métaboliques. La
présente étude démontre qu’un agoniste synthétique de GPR120 administré dans le cerveau,
peut induire un effet aigu et majeur sur les comportements liés a I’alimentation chez les

rongeurs.
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Chapitre 4: Central agonism of GPR120 inhibits food
intake and food reward and chronically suppresses

anxiety-like behavior in mice
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Abstract
Background: GPR120 (FFAR4) is a G-protein coupled receptor implicated in the
development of obesity and in the anti-inflammatory and insulin-sensitizing effects of omega-
3 (®-3) polyunsaturated fatty acids (PUFA) in peripheral tissues. Increasing central -3 PUFA
levels has been shown to have both anorectic and anxiolytic actions. Despite the strong
clinical interest in GPR120 its role in the brain is largely unknown, and thus we sought to
determine the impact of central GPR120 pharmacological activation on energy balance, food
reward and anxiety-like behavior.
Methods: Male C57Bl16 mice with intracerebroventricular cannulae received a single injection
(0.1 or 1uM) or continuous 2-week infusion (1puM/day; osmotic mini-pump) of a GPR120
agonist or vehicle. Free-feeding intake, operant lever-pressing for palatable food, energy
expenditure (indirect calorimetry) and body weight were measured. GPR120 mRNA
expression was measured in pertinent brain areas. Anxiety-like behavior was assessed in the
elevated-plus maze and open field test.
Results: GPR120 agonist injections substantially reduced chow intake during four hours post-
injection, suppressed the rewarding effects of high-fat/sugar food, and blunted approach-
avoidance behavior in the open field. Conversely, prolonged central GPR120 agonist infusions
reduced anxiety-like behavior in both the elevated-plus maze and open field test, yet failed to
affect free-feeding intake, energy expenditure and body weight on a high-fat diet.
Conclusion: Acute reductions in food intake, food reward suggest that GPR120 could mediate
the effects of central -3 PUFA to inhibit appetite. The anxiolytic effect elicited by prolonged
GPR120 agonist infusions favors the testing of compounds that cross the blood brain barrier to

activate GPR120 for the mitigation of anxiety.

Keywords: GPR120, omega-3 polyunsaturated fatty acids, food reward, anxiety, energy

metabolism
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Introduction

Obesity and mood disorders represent dominant sources of morbidity and disability.
Anxiety disorders are the most common psychiatric condition in developed countries and their
prevalence is significantly increased by the incidence of obesity (Gariepy et al., 2010). Due to
their persistent nature, anxiety disorders can be particularly debilitating by impairing not only
well-being and quality of life but also intensifying the threat of obesity-related complications.
Substantial research efforts have focussed on reducing the burden of obesity and associated
illnesses, but results have been unsatisfying.

The search for treatments has prompted the study of free fatty acids and their signalling
actions at G-protein-coupled receptors (GPCRs). Indeed, fatty acids are not only essential
nutritional components but they also play an important role as signalling molecules that
regulate metabolism and inflammation. Specific fatty acid receptors considered orphan
GPCRs have been the subject of much recent investigation for their therapeutic potential
(Cornall et al., 2013a, b; Yonezawa et al., 2013). Among these are GPR120 (FFAR4) and
GPR40 (FFARI1) that are stimulated by long-chain fatty acids including omega-3 (®-3)
polyunsaturated fatty acids (PUFA) (Itoh et al., 2003; Hirasawa et al., 2005). GPR120 loss-of-
function in mice prevents the anti-inflammatory and insulin sensitizing actions of -3 PUFA
(Oh, 2010), decreases energy expenditure and increases high-fat diet (HFD)- induced weight
gain (Ichimura et al, 2012), whereas variants in the human gene encoding GPR120 increase
the risk of obesity (Ichimura et al., 2012) and fasting plasma glucose levels (Bonnefond et al.,
2015). Further, GPR120 agonism improves insulin resistance and inflammation in high-fat fed

obese mice suggesting GPR120 as a promising anti-diabetes and -obesity target (Walenta et

127



al., 2014). GPR120 may affect appetite and food intake by regulating the secretion of gut
hormones, such as GLP-1 (Tanaka et al., 2008; Paulsen et al., 2014), glucagon (Suckow et al.,
2014), cholecystokinin (CCK) (Tanaka et al., 2008), and ghrelin (Lu et al., 2012; Engelstoft et
al., 2013; Gong et al., 2014). Alternatively, GPR120 could affect feeding and energy balance
via direct central actions, although the role of GPR120 in the central nervous system (CNS) is
poorly understood.

Beyond their impact on energy balance, dietary -3 PUFA are also well-implicated in
the regulation of emotional states and pathophysiology of mood disorders. Decreasing brain
content of ®-3 PUFA via dietary deficiency enhances anxiety- and depressive-like behaviors
(Shaldubina et al., 2002; McNamara et al., 2007; Sontrop et al., 2008), whereas 3 dietary
supplementation can have anxiolytic actions in rodent and primates (Fedorova and Salem,
2006; Ferraz et al., 2011; Languille et al., 2012). Moreover, saturated high-fat feeding, which
can diminish brain -3 PUFA concentrations (Phivilay et al., 2009), promotes anxiety—like
behavior and greater stress sensitivity in mice (S Sharma and Fulton, 2012). The objective of
the present study was to determine the role of brain GPR120 in the control of appetite, energy
balance and anxiety-like behavior. Here we demonstrate that pharmacological activation of
central GPR120 can have profoundly inhibit food intake and the rewarding effects of high-
fat/sugar food on the short term and sustained actions to reduce anxiety-like behavior in high-

fat fed mice.
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MATERIALS AND METHODS

Animals

All procedures were approved by the Institutional Animal Care Committee of the CRCHUM
that adheres to the standards of the Canadian Council on Animal Care. Male C57Bl/6 mice
(Charles River, St Constant, Canada) received at 7-8 weeks of age were maintained in an
environmentally controlled room (22-24°C) with ad libitum access to standard chow and
water. Mice were acclimated to a reverse light/dark cycle for at least 7 days before initiation of
experiments and were individually housed following intracerebroventricular (ICV) cannula
implantation. All behavioural testing was carried out in the dark phase.

ICV cannula and osmotic mini-pump implantation

Mice were anaesthetized with Isoflurane and placed in an ultraprecise mouse stereotaxic
apparatus (Kopf Instruments). For acute agonist treatment experiments a single ICV cannula
was implanted. With Bregma and Lambda in the same horizontal plane, a cannula (Guide
cannula: C315GS-5-SP, Smm, 26 gauge, Plastics One) was lowered into the lateral ventricle
(+0.5 mm caudal and +1mm lateral to bregma; -2 mm ventral), fixed to the skull with
cyanoacrylate glue and Cerabond adhesive (Plastics One) and closed with an adapted dust cap
(Dummy cannula: C315DCS-5-SPC, 4mm, 33 gauge, Plastics One). Five days following the
surgery, the placement of cannulas was verified by the drinking response to an injection of
Angiotensin II (10ng/ul; Sigma). For chronic agonist administration, ICV cannulae with an L-
shaped adaptor (Alzet, 28 gauge, 3-5mm from skull surface) were attached to a primed 21-day
osmotic mini-pump with a flow rate of 0.25ul/h (Alzet osmotic pump cat #1002) via

polyethylene tubing that was prefilled with vehicle. Fluid movement through the assembly
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was verified at the cannula tip prior to stereotaxic implantation as described above. The mini-

pump was inserted underneath the skin and pushed into place between the scapulae.

Drugs

The GPRI120 agonist (GPR120 III) was purchased from Calbiochem (San Diego, CA).
GPR120 III is a potent agonist of GPR120 (EC50 = 17 nM) that exhibits minor affinity for
GPR40 (EC50 = 64.6 pM) and no activity toward short chain fatty acid receptors
(Shimpukade et al., 2012). Despite the much reduced potency toward GPR40 of the GPR120
agonist, we also tested the central effects of the specific GPR40 agonist, TAK-875
(Selleckchem, TX, USA) (Negoro et al., 2012), on food intake. All drugs were dissolved in
saline + 1% dimethylsulfoxide (DMSO).

Food intake

The effects of acute ICV injections of GPR120 and GPR40 agonists on food intake were
assessed. The 0.1 and 1uM doses of GPR120 agonist selected correspond to those reported to
inhibit formalin-induced pain upon ICV injection (Nakamoto et al., 2012). Via an internal
injector cannula attached to a 1ul Hamilton microsyringe, mice (N=11) received 1pl of vehicle
(saline + 1% DMSO) on day 1 followed by 0.1 uM of the GPR120 agonist on day 3 and then
1uM of GPR120 agonist on day 5 (one day recovery period between each injection). Three
days later, the same mice were again injected with vehicle and then the GPR40 agonist (1uM)
two days later. Single-housed mice were initially habituated to bedding-free cages with
absorbent padding (for accurate food intake measurements) prior to testing. ICV injections
were performed in fed mice at the beginning of the dark cycle. Following injections chow food

intake was measured at 1, 2, 4, 6, 12 and 24 hours post-injection.
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Locomotor activity

Mice were habituated to metabolic cages (Comprehensive Lab Animal Monitoring System
“CLAMS”, Columbus, OH, USA) for 2 days prior to testing. Locomotor activity (X-Y-Z
beambreaks) was measured for 12 hours following ICV injection of GPR120 agonist or
vehicle.

Real-Time Quantitative PCR

Brain punches of all specified regions were obtained from 250-uM frozen coronal sections.
Tissues were further processed for mRNA extraction (TRIzol) and cDNA synthesis to perform

quantitative PCR as described (Fernandes et al., 2015) using the following primer sequences:

B-Actin, F: TTCTTGGGTATGGAATCCTGTGGCA;
R:ACCAGACAGCACTGTGTTGGCATA and GPR120,
F:AGAGGCTTACGCTGAGCTTG; R: TGGATCAAGATGAGGATG. Relative gene

expression was calculated using the AACT method using B-Actin as the housekeeping gene.

Food-motivated behaviour

Mice were trained to press an ultra-light retractable lever for food rewards (14mg high-fat,
high-sucrose pellets, Bio-Serv) in mouse operant cages (Med Associates, Inc.) on a
progressive ratio (PR) schedule of reinforcement as described previously (Sandeep Sharma et
al., 2012). Briefly, mice were mildly food restricted in order to acquire the lever-pressing task
on a fixed-ratio (FR)-1followed by a FRS5 and PR schedules of reinforcement. Mice were
returned to ad libitum feeding conditions during PR training. Once stable responding on the
PR schedule was achieved, mice were first tested in basal conditions without injection (Day 1)

and then following injection of vehicle (Day 2) and the GPR120 agonist (1pg; Day 3). ICV
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injections were given 1 h before testing. The number of active lever presses, rewards earned
and the breakpoint ratio (last ratio successfully completed) were calculated by MedPC
software (Med Associates, Inc).

Anxiety: Elevated plus maze

Mice were placed in the middle of the elevated-plus maze (EPM; Med Associates, Inc., St
Albans, VT, USA) facing the open arm opposing the experimenter one hour following ICV
injections. Movement in the maze was recorded and tracked for 5 min by an overhead video
camera connected to a PC with Ethovision XT software. Mice with mini-pumps followed the
same procedure but without injection prior to the test.

Anxiety: Open field test

The open field test was used as an additional measure of anxiety-like behaviour as previously
described (S Sharma and Fulton, 2013). Briefly, each mouse was placed in the middle of the
arena 1 hour after injection and allowed to explore the field. Time spent in the center of the
arena, center entries, plus the time and frequency of stretched attend postures (body elongation
- an important component of defensive behaviour in rodents) during the first 5 minutes of this
test were used as measures of exploration that serve as indices of anxiety. Behavior was
recorded and tracked by an overhead video camera connected to a PC with Ethovision XT
software. Mice with mini-pumps followed the same procedure but without injection prior to
the test.

Mini-pump ICV infusions

Mini-pumps delivered either vehicle or GPR120 agonist (1uM/day; ~42nM/hour) at a flow
rate of 0.25ul/h into the lateral ventricle. Food intake and body weight measures began three

days following cannula and mini-pump implantation. Mice initially fed a chow diet were
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separated into three weight-matched groups (n=5-8/group): (1) Vehicle infusion on an
ingredient-matched, low-fat diet (“LFD”; 4.07 kcal/gm, 10.5% kcal fat, 16.4% kcal protein,
73.1% kcal carbohydrates, D12328, Research Diets, Inc., New Brunswick, NJ); (2) vehicle
infusion on a high-fat diet (“HFD”;5.56 kcal/gm: 58% kcal fat, 16.4% kcal protein, 25.5%
kcal carbohydrates, D12331, Research Diets, Inc.), and (3) GPR120 agonist infusion on a
HFD. Mice received their respective diet for 3 weeks.

Statistical analyses

Statistics were calculated using GraphPad Prism 6 (San Diego, CA, USA). The effects of
agonists on short-term food intake were analysed by one-way ANOVAs with post-hoc
Dunnett tests. Anxiety-like behavior following acute injection was assessed by two-tailed,
paired t-tests. A two-way ANOVA with the Bonferroni post-tests was used for food intake,
body weight and energy expenditure data whereas a one-way ANOVA plus Bonferonni post-
tests was used for comparisons of anxiety-like behaviour following prolonged pump treatment.
Data are presented as mean + SEM and p < 0.05 was set as the criteria for statistical

significance.

RESULTS

Central GPR120 agonism inhibits food intake

Food intake at 1, 2 and 4 hours post-injection was significantly decreased in chow-fed mice
receiving an ICV bolus of the GPR120 agonist at each of the two doses as compared to
controls (Fig. 1A). GPR120 agonist treatment elicited up to an 80% and 72% reduction in food
intake at the first and second hour post-injection, respectively (Fig. 1A).(P<.001) In contrast,

the GPR40 agonist did not affect food intake at any time point (Fig. 1B). To determine if
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central GPR120 stimulation affects ambulatory activity. To determine if central GPR120
stimulation affects ambulatory activity, we next examined basal locomotion. Agonist-injected
mice exhibited a trend (P =.1) for increased activity only during the first hour post-injection
(Fig. 10).

GPR120 is expressed in reward-related nuclei and influences food-motivated behaviour
The consumption of rewarding, energy-dense food is a major factor contributing to overeating
and the development obesity and associated anxiety-like behavior (Sharma and Fulton, 2013).
First, we sought to determine if GPR120 is expressed in brain areas important for the control
of food reward and mood in addition to its reported expression in the hypothalamus (Cintra et
al., 2012). Consistent with previous reports, we found relatively high expression in the arcuate
nucleus (ARC) of the hypothalamus. GPR120 mRNA levels were also comparatively elevated
in the nucleus accumbens (NAc), a brain region well-implicated in motivation and food
reward, with lesser and minimal expression in the hippocampus and ventral tegmental area
(VTA), respectively (Fig. 2A). We next ascertained if central GPR120 agonism decreases the
motivational effects of palatable food using an operant conditioning task in which mice press a
lever to receive high-fat/sugar pellets on a PR schedule of reinforcement. Agonist treatment
did not affect the proportion of active and inactive lever presses (Fig. 2B) suggesting there
were no changes in operant learning; however, it substantially reduced the number of rewards
earned (Fig.2C, P < .0.5) and breakpoint response thresholds (Fig. 2D, P < .0.5) relative to
vehicle-injected controls.

Central GPR120 agonism dampens conflict behavior

In view of the anxiolytic actions associated with dietary -3 PUFA (Kiecolt-Glaser et al.,

2011; Chen and Su, 2012), we sought to determine if central GPR120 stimulation modulates
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anxiety-like behaviour using two standard tests of anxiety: the elevated-plus maze (EPM) and
the open field test (OFT). Acute agonist injection produced a trend (P = .01) for increased time
spent in the open arms of the EPM (Fig. 3A) without altering open arm entries (Fig. 3B). The
amount of time spent in the center of the OFT and the number of center entries were not
different between groups (Fig. 3C, D); however, the duration (Fig. 3E, P <.0.1) and frequency
(Fig. 3F, P < .0.1) of stretch attend postures, classified as an approach-avoidance element of
conflict behaviour (Grewal et al., 1997), in the OFT were substantially reduced in agonist-
injected mice relative to controls.

Prolonged central GPR120 agonism fails to affect energy balance on a high-fat diet
Administration of a GPR120 oral agonist was recently reported to have greater metabolic
actions in the context of a HFD (Walenta et al., 2014), thus we next assessed the effects of
prolonged central agonist infusion on energy balance parameters in high-fat fed mice. Free-
feeding intake, body weight, respiratory exchange and locomotor activity were measured in
mice with osmotic mini-pumps connected to ICV cannula that delivered either the GPR120
agonist or vehicle for 15 days. As shown in Figure 4A, exposure to the HFD increased caloric
intake relative to chow-fed controls as expected (day 11-15: P<.05); however, food intake on
the HFD was similar between agonist and vehicle-treated mice. Likewise, body weight
increased on HFD but weight gain was similar between groups (Fig. 4B). Consistent with
greater utilization of lipids, the respiratory exchange ratio (RER) measured 2 weeks following
the pump infusions decreased with HFD (P<.01), yet was comparable between agonist- and
vehicle-treated HFD mice (Fig. 4C). Finally, locomotor activity that was measured in parallel

with RER was similar across groups (Fig. 4D).
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Prolonged central GPR120 activation inhibits anxiety-like behavior on a high-fat diet

Anxiety-like behavior was assessed in the EPM and OFT following mini-pump infusions. As
shown in Figure 5A, GPR120 agonist infusion reduced the time spent in the open arms of the
EPM without changing open arm entries (Fig. 5B, P<.05). Similarly, the amount time spent in
the center of the OFT was significantly decreased in agonist-treated mice (Fig. 5C, P<.05)
without any changes in center entries (Fig. 5D). There were no differences in the stretch attend
posture measure of conflict behaviour between groups (Fig. 5E, F). Finally, to determine if
high-fat feeding and prolonged GPR120 agonism alters GPR120 expression, we evaluated
mRNA expression in the NAc and mediobasal hypothalamus (region including ARC,
ventromedial hypothalamus, and dorsomedial hypothalamus), two brain regions in which we
found relatively higher GPR120 expression. No differences were found between group despite

a tendency for HFD to decrease GPR120 expression and for the agonist to increase it

Discussion

Several lines of evidence implicate GPR120 in the regulation of energy homeostasis
including the control of glycemia and gut hormone secretion (Ulven and Christiansen, 2015).
Here we demonstrate the consequences of acute and chronic central GPR120 stimulation on
appetite, energy expenditure and anxiety. In addition to eliciting a sizeable reduction in food
intake, acute stimulation of GPR120 potently decreased the motivational and rewarding effects
of palatable food and blunted approach-avoidance conflict behavior. Chronic central infusions
of the agonist in the context of high-fat feeding produced more robust anxiolytic effects yet
failed to affect free-feeding intake, energy expenditure and body weight on a high-fat diet.

Collectively, these results demonstrate the anxiolytic actions of central pharmacological
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GPR120 stimulation and reveal its central appetite-suppressing effects, which may be limited
to transient receptor activation.

A limitation of our study is the use of a GPR120 agonist that weakly binds to GPR40.
However, as central administration of a GPR40 specific agonist did not affect food intake, the
strong anorectic effects observed are likely attributable to GPR120 activation. The anorectic
effect of central GPR120 stimulation is consistent with reports that ®-3 PUFA including
docosahexaenoic acid and eicosapentaenoic, but not saturated fatty acids, decrease food intake
when administered centrally (Velloso and Aragjo, 2008; Schwinkendorf et al., 2011). This
raises the possibility that ®-3 PUFA inhibit feeding by targeting GPR120 in brain regions
important for controlling food intake. Correspondingly, we found GPRI20 mRNA to be
expressed at relatively high levels in the ARC nucleus of the hypothalamus, a finding that
coincides with observations of GPR120 protein expression in ARC neuropeptide-Y neurons
(Cintra et al., 2012). Moreover, acute ICV injections of PUFA increased GPR120 association
with B-arrestin-2, a GPCR regulatory protein that directly couples to GPR120 (Talukdar et al.,
2011), in the hypothalamus (Cintra et al., 2012). We also noted relatively elevated levels of
GPRI20 in the NAc, a key brain site controlling motivation and goal-directed behavior for
food. In line with these data, we extended the appetite-suppressing effects of central GPR120
agonist treatment to decreased motivation to obtain palatable high-fat and sugar food using an
operant task. Thus, apart from the implication of GPR120 in the stimulation of gut hormones
that can modulate feeding, our data suggest that direct activation of central GPR120 can
reduce appetite, in part, by suppressing the rewarding effects of palatable food. Future studies
are required to determine if decreased food-motivated behavior by GPR120 occurs via

signaling actions in the NAc.
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Contrary to the impact of acute GPR120 activation on food intake, we did not detect
changes in feeding in high-fat fed mice receiving prolonged agonist treatment. High-fat
feeding increased caloric intake, body weight and respiratory exchange (consistent with
increased lipid utilization) as expected, but continuous central GPR120 infusions did not affect
these parameters or locomotor activity. In contrast, chronic GPR120 agonist infusion reduced
anxiety-like behavior in two standardized tests, having a great anxiolytic impact compared
with the discrete effect on approach-avoidance behavior observed following acute agonist
treatment. Thus, the anxiolytic actions of central GPR120 agonism require sustained or
cumulative stimulation of GPR120. Consistent with these anxiolytic actions, we found that
GPR120 is expressed in nuclei such as the NAc that are well implicated in the control of
emotional processes and mood (Russo and Nestler, 2013). No significant differences were
observed in GPR120gene expression with high-fat feeding and agonist treatment due to highly
variable expression levels in the LFD group. Nonetheless, the tendency for GPR120 in the
NAc and mediobasal hypothalamus to decrease in HFD mice and approach LFD levels after
agonist infusions argues for further analyses of expression patterns under different dietary
conditions

A possible explanation for the lack of maintained anorectic effects with prolonged
GPR120 stimulation could be the presence of counter-regulatory mechanisms that offset
catabolic conditions to maintain energy homeostasis. An alternative possibility involves
GPR120 desensitization. Desensitization of GPCRs and decreased responsiveness to agonists
has been noted in several systems and involves reduced binding of B-arrestins (Pitcher et al.,
1998). As noted above, the anorectic effects of ICV ®-3 PUFA injections have been linked to

the GPR120 activation and association with B-arrestin-2 (Cintra et al., 2012); however, long-
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term treatment and receptor binding may lead to GPRI120 resistance. Indeed, HFD
consumption is unchanged in GPR120 knockout mice (Ichimura et al., 2012). Moreover, while
body weight on a HFD was found to be elevated in one study of GPR120 knockout mice
(associated with decreased energy expenditure; (Ichimura et al., 2012)), others report no
changes in body weight following GPR120 gene deletion (Oh, 2010) or with prolonged
treatment of a GPR120 oral agonist (Walenta et al., 2014). Therefore, it appears that
continuous peripheral and central activation GPR120 has little impact on feeding and body
weight under free-feeding conditions.

The anxiolytic actions of prolonged central GPR120 stimulation suggest that potential
GPR120 desensitization does not affect this behavioral function. These findings could suggest
that distinct signaling mechanisms may mediate GPR120 action on feeding vs anxiety. The
antiinflammatory effects and benefits of the GPR120 activation by o-3 PUFA involve several
mechanisms, including inhibition of the NFkB pathway by B-arrestin (Oh et al., 2010); the
activation of phospholipase A2, which releases ®-3 PUFA (docosahexaenoic acid and EPA)
esterified in membrane phospholipids (Im, 2012); and induction of enzyme stearoyl-CoA
desaturase-1 generating monounsaturated fatty acids (Ichimura et al.,, 2012). Central
inflammatory processes have been repeatedly implicated in the etiology of mood disorders,
and the beneficial influence of ®-3 dietary supplementation on emotional states has been
linked to anti-inflammatory actions in the CNS (Hayley et al., 2005; Miller et al., 2009;
Rosenblat et al., 2014). Indeed, GPR120 was recently identified as having antiinflammatory
properties in neural cell lines (Wellhauser and Belsham, 2014). GPR120 is highly expressed in
peripheral macrophages and may therefore also localize to brain macrophages (notably

microglia) to modulate inflammatory processes, including those altered by ®-3 PUFA.
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Although purely speculative, it is possible that the anxiolytic actions of chronic GPR120
activation implicate distinct antiinflammatory signaling pathways in brain microglia that are
not subject to GPR120 desensitization.

Targeting fatty acid receptors has been proclaimed a promising avenue to
pharmaceutically treat metabolic diseases. The present study demonstrates that a GPR120
agonist delivered to the brain can have enduring effects to suppress anxiety-like behavior and
thus suggest GPR120 as potential pathway through which -3 PUFA have central anxiolytic
actions. An emerging element in the treatment of obesity is its strong link with mood disorders
and the advantages of an integrated therapeutic approach. The concept of a multi-target
strategy is developing and consists of simultaneously producing beneficial effects on energy
balance and mood. A GPR120 agonist that can cross the blood brain barrier offers the
advantage of this poly-target approach. In combination with the reported insulin sensitizing
actions of GPR120 activation, our data favour testing of compounds that cross the blood brain

barrier to target GPR120 and/or downstream effectors for the treatment of anxiety.
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Figure Legends
Figure 1. Central injection of a GPR120 agonist inhibits food intake
A. Cumulative food intake following acute central agonist injection. The 0.1 and 1 uM dose
significantly suppressed chow intake at 1 and 2 hours post-injection. B. A selective GPR40
agonist (1uM) did not influence food intake. C. A single ICV injection of the GPR120 agonist
had no overall effect on locomotor activity, however it produced a trend (p=0.1) for increased

increases ambulatory activity during the first hour post-injection. Mean + SEM *p<.05.

Figure 2. Central GPR120 agonism inhibits the rewarding effect of food

A. GPR120 mRNA expression in the arcuate nucleus (ARC), ventral tegmental area,
hippocampus and the nucleus accumbens (NAc). B. Central injection of the GPR120 agonist
(1uM) did not impair operant learning. Proportion of correct and incorrect lever responses. C.
GPR120 agonism reduced the number of high-fat/sucrose pellet rewards on PR schedule of
reinforcement as compared to vehicle treatment. Vehicle treatment did not alter rewards
earned relative to baseline testing. D. Breakpoint response thresholds in the PR task were

suppressed by GPR120 agonist injection. Mean + SEM *p<.05.

Figure 3. GPR120 agonist dampens signs of anxiety-like behaviour
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A. GPR120 agonist (1uM) injection produces a trend (p=0.1) for increased time spent in the
open arms of the EPM. B. GPR120 agonist did not alter open arm entries in the EPM. C. The
proportion of time spent the center of the open field was unchanged. D. The number of center
entries in the open field was not different. E. The duration of stretch attend postures
(elongation) was suppressed by the agonist. F. The frequency of stretch attend postures was

inhibited by the agonist. Mean + SEM **p<.01.

Figure 4. Chronic GPR120 administration does not affect food intake, body weight or
energy expenditure. A. Two-week central GPR120 agonist infusions (1uM/day) did not
affect HFD consumption. HFD increased caloric intake relative to LFD controls. B. GPR120
agonist infusions did not modulate body weight in high-fat fed mice. C. The respiratory
exchange ratio (RER) was not altered by agonist infusions; however RER was increased by
HFD relative to LFD consistent with greater lipid utilization. D. Locomotor activity was

unchanged by agonist infusions and HFD. Mean + SEM.

Figure 5. Prolonged central GPR120 agonist infusions reduce anxiety-like behavior. A.
Mice receiving the GPR120 agonist spent more time in the open arms of the EPM relative to
HFD controls. B. Open arm entries in the EPM were not significantly different between
groups. C. Proportion of time spent in the center of the open field was increased in HFD mice
receiving the GPR120 agonist relative to HFD mice receiving vehicle. D. The number of
center entries was unchanged across groups. E. Duration of stretch attends posture was not
different between groups. F. Frequency of stretch attends postures was unchanged between

groups. Mean + SEM *p<.05.
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Figure 5
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Les civilisations des si¢cles antérieurs nous ont démontré qu’une bonne santé passe en
premier lieu par une saine alimentation et une activité physique réguliére afin de conserver
notre balance énergétique équilibrée[449]. Mais, avec la diminution de 1'apport en N-3 dans le
régime alimentaire, la valeur absolue et relative des AG N-6 a considérablement augmentée ce
qui a conduit a une augmentation du ratio N-6/N-3. Ce ratio est pass¢ d’un rapport 1-2/1 a
environ 16/1 en termes de LA, d'ARA versus d'ALA, d'AEP et d'ADH [236]. Toutefois, le rdle
des AGPI N-3 dans l'alimentation sur la fonction cognitive a déja été largement étudiée autant
au cours de la période périnatale qu’au stade du vieillissement [450]. C’est pourquoi identifier
les mécanismes neurocomportementaux par lesquels les facteurs alimentaires contribuent a
l'augmentation de l'appétit et la prise de poids aura des implications importantes pour une

meilleure compréhension sur le développement de 1'obésité et des maladies métaboliques.

5.1. Rappel des objectifs

Les objectifs des expériences effectuées au cours de ce travail de thése étaient avant tout de
déterminer dans quelle mesure 1’apport déficitaire comparé a I’apport adéquat en AGPI N-3 pendant la

période périnatale chez la souris:

» influence la prise alimentaire et plus particulicrement les effets de récompense et de
motivation alimentaire chez la progéniture male, par suite des modifications des niveaux

plasmatiques en AGPI N-3 dans le cerveau,

» modifie la composition corporelle, les dépenses énergétiques, les troubles métaboliques

et neurologiques de type anxieux et dépressif chez la progéniture male.
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Dans un deuxiéme temps, nous voulions évaluer D’effet d’une stimulation

pharmacologique aigiie et chronique du GPR120 sur le SNC chez la souris sur :

» la prise alimentaire et en particulier sur la motivation alimentaire ainsi que les

variations dans le bilan énergétique;

» le comportement émotionnel de type anxieux lorsque les souris sont exposées a une

diete hypercalorique.

5.2. Rappel des principaux résultats

Cette theése doctorale a généré plusieurs résultats et réflexions contribuant au
développement des connaissances dans les domaines du déficit périnatal en N-3, sur la
I’équilibre énergétique et plus précisément sur la motivation alimentaire, 1’état d’anxiété et de
dépression; de méme que sur I’effet de la stimulation des récepteurs de ces acides gras au

niveau du systéme nerveux central.

Dans notre premier article, nous nous sommes intéressées plus spécifiquement a la
période périnatale. La majorité des études se sont penchées sur le role des AGPI N-3 et sur le
fonctionnement du systéme nerveux central pendant la période prénatale [451]. A notre
connaissance, nous sommes les premiers a évaluer le role des AGPI N-3 pendant la période
périnatale sur la motivation alimentaire. Nos résultats ont montré que le déficit périnatal en
AGPI N-3 réduit la concentration cérébrale en N-3. Ce déficit entraine une tendance a
augmenter la récompense alimentaire pour le sucrose mais n’altére pas 1’apprentissage De
plus, dans un contexte d’environnement obésogene, le déficit périnatal en AGPI N-3 peut
altérer I’humeur a type d’anxiété de que le poids
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Dans notre deuxiéme article, sachant que la recherche de traitements pour les
maladies a incité les chercheurs a pousser leurs études sur le role des AGPIL, en particulier
I’ADH, et leurs actions de signalisation au niveau des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG); nous nous sommes intéressées au GPR120 A rappeler que I’ADH est
particulierement abondant dans les phospholipides du systéme nerveux (cerveau, rétine) de
tous les mammiferes y compris ’homme [299] et peut avoir un effet anorexique lorsqu’il est
injecté au niveau du systéme nerveux central [452]. Point important & noter également, ces
RCPG spécifiques ont fait I'objet de nombreuses et récentes recherches pour leur potentiel
thérapeutique [62] et en particulier le GPR120 qui est stimulé par ces AGPI N-3 [63]. Sachant
que la perte de la fonction du GPR120 chez les souris freine les actions anti-inflammatoire et
d'insulino sensibilité des AGPI N-3 [71] et qu’une variante dans le géne codant GPR120 chez
humain augmente le risque d'obésité [70] et la glycémie a je(in[453]; nous nous avons émis
I’hypothese que la stimulation pharmacologique des récepteurs spécifiques de ces AG tel que
le GPR120 (plutdt que d’autres récepteurs cibles également couplés aux AGPI) entrainerait
des modifications sur la balance énergétique.» A notre connaissance, nous sommes les
premiers a évaluer I’effet d’une stimulation pharmacologique aigue et chronique au niveau
central du GPR120 sur la balance énergétique et 1’état émotionnel de type anxiété. Nos
résultats ont montré que I’injection centrale aigiie de 1’agoniste GPR120 réduit drastiquement
la prise alimentaire sur une diéte réguliere durant les 4 premiéres heures post-injection et
inhibe le comportement « approche-évitement » dans 1’aréne a champs ouvert. Par contre,
I’injection centrale chronique de 1’agoniste GPR120 réduit le comportement de type anxieux

dans le labyrinthe en croix surélevé et ’aréne a champs ouvert. Pourtant, cette injection
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chronique n’affecte pas la prise alimentaire ad libitum, la dépense énergétique et le poids

corporel sous une di¢te obésogene.

Nous allons dans les lignes qui suivent discuter des différents résultats de notre étude

5.3. Implications de la carence en oméga 3

5.3.1. Effets sur la reproduction et le poids des animaux

Dans la littérature scientifique, I’impact négatif des dictes déficitaires en AG sur le
déroulement normal de la gestation ou sur le nouveau-né a été évoqué pour I’homme ou
I’animal [454]. En analysant nos données, nous avons remarqué que le nombre de progéniture
(male uniquement) engendré par des meres déficientes en -3 était nettement inférieur a celui
des meres ayant une dicte adéquate, soit un effectif respectivement de 24 vs 32 (annexe 1). De
nombreuses et récentes études épidémiologiques ont démontré qu’une exposition prénatale
avec une alimentation déficitaire en AGPI, particulierement les N-3, était associée a des effets
négatifs sur le déroulement de la grossesse pouvant provoquer des avortements, un risque
majoré d'accouchement prématuré, interférer sur différentes caractéristiques du nouveau-né,
comme le poids, la taille et le périmetre cranien a la naissance [455]. Dans notre étude, nous
ne saurions affirmer que I’exposition des femelles a une diete déficitaire en N-3 au cours de la
gestation jusqu’au sevrage soit induite d’effets sur les capacités de reproduction des animaux,
puisque les cas de cannibalisme, de taille réduite des portée ont été observés au sein des 2
groupes. En effet, ni la durée de la gestation ni la taille des portées n’ont ét¢ influencées par
I’exposition des meres a une dicte déficitaire. Cependant il faut mentionner que le nombre de

feetus n’a pas été déterminé au cours de la gestation lors de cette étude, ce qui aurait permis
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d’évaluer le nombre d’avortements spontanés. Il est fort probable que les doses des autres AG
incorporées a la diete déficitaire (en dehors de I’ADH) méme lorsqu’inférieures, n’aient pu
induire des effets déléteres sur la durée de la gestation ou sur le nombre de souriceaux. Il a de
plus été démontré que le plasma du cordon ombilical présente une plus grande concentration
en acide arachidonique (AA) et en ADH que celui de la mére puisque ces derniers sont
transférés au foetus a travers le placenta [456]. Cela nous indique une mobilisation sélective et

un apport préférentiel des AGPI a longue chaine chez le feetus [457].

5.3.2. Effets sur la prise alimentaire

Il est aujourd’hui reconnu que la nature et la qualit¢ de notre alimentation peuvent
exercer des effets importants sur notre prise alimentaire. En effet, le contenu en lipides de
notre cerveau correspond en bonne partie a notre apport alimentaire [458]. Wang et al. [459]
ont évoqué une diminution de la prise alimentaire chez des souris placées d’abord sous une
diete riche en AGS puis transférées a une diete riche en AGPI N-3. Cette réduction de la prise
alimentaire a été corrélée a une inversion des niveaux élevés de I'ARNm codant pour les
neuropeptides orexigenes, NPY et AgRP, dans le NAc de 1'hypothalamus. Velloso et al. ont
pour leur part rapporté que I’injection centrale des N-3 et des N-9 induit une forte réduction de
la prise alimentaire spontanée. Cet effet qui a été enticrement restaurée apres l'arrét de
I’administration [77]. De plus, un effet similaire a été rapporté avec 1’acide oléique [460].
Nous avons ainsi émis I’hypothése que le déficit périnatal en AGPI N-3 altererait la prise
alimentaire de la progéniture. Toutefois, nos résultats réveélent que le déficit périnatal en N-3
n’altére pas la prise alimentaire ad libitum des souris qu’elles soient placées sous dicte

réguliere ou sous diete hypercalorique (HFD) (Fig. 1 E). Ceci pourrait étre occasionné tel
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qu’exposé précédemment, par le fait que méme lorsqu’on aurait administré une dicte
totalement déficitaire en AG a la meére durant la gestation, on y retrouverait une quantité
d’AGPI N-3 dans le plasma du nouveau-né [456]. Ainsi, ce déficit alimentaire ne pourrait
influencer la prise alimentaire. Lorsque nous avons calculé la prise alimentaire cumulative en
termes d’apport calorique, en fonction de ’apport calorique nettement supérieur dans la diéte
hypercalorique (HFD), les souris sous HFD qu’elles soient du groupe N-3 adéquate ou N-3
déficitaire se sont mises & consommer davantage a partir de la 16 semaine du début de leur

diete et ce, comparativement aux souris sous diete réguliere du groupe N-3 adéquat et N-3

déficitaire.

5.3.3. Effets sur la réponse hyperphagique apres 3 jours de restriction

alimentaire

Puisqu’il n’y avait aucune modification de la prise alimentaire ad libitum dans les
conditions normales, et compte tenu du lien entre la prédominance des AGPI N-3 dans les
structures membranaires du systéme nerveux centrale et les comportements alimentaires, nous
avons soulevé I’hypotheése que le déficit périnatal en AGPI N-3 aurait une incidence sur la
réponse a la stimulation de l'appétit par une restriction alimentaire. Apres 3 jours d’analyse sur
la prise alimentaire réguliere et du poids corporel, la portion d’aliments consommée a ¢été
réduite de moitié (environ 50 %) de la base habituelle. Ce régime de restriction alimentaire fut
maintenu pendant 3 jours consécutifs avant le retour au libre acces a la nourriture. La prise
alimentaire a ¢ét¢ mesurée a intervalles de temps trés précis soit 2h, 4h et 8h suivant la ré-
administration de la nourriture de base (diete réguliere). Nos résultats (annexe 6) montrent

qu’en évaluant la prise alimentaire cumulative apres 8h, le groupe N-3 déficitaire s’est nourri
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significativement plus que le groupe N-3 adéquat. Ceci concorde avec les résultats de Mathai
et al. [415] qui aprés une restriction alimentaire de 50 % pendant 5 jours chez des rats issus de
meres ayant une dicte déficitaire en AGPI N-3, avaient considérablement augmenté la prise
alimentaire comparativement au groupe de rats issus de meres ayant une dicte adéquate en
AGPI N-3. 1l est possible que la réponse hyperphagique observée chez les souris déficitaires
soit occasionnée par des modifications au niveau de I’hypothalamus ventro-médian (VMH),
représentant une structure du cerveau impliquée dans la contrdle de la balance énergétique. Il
faut mentionner également que des études humaines ont démontrées que la sensation de la
faim ou la stimulation de la prise alimentaire est inversement corrélée au taux de leptine
circulant [461]. En raison des modifications dans les propriétés biophysiques de la membrane
résultant du déficit alimentaire en AGPI N-3, le récepteur de la leptine peut devenir moins
sensible a la leptine chez les souris du groupe N-3 déficitaire, pouvant ainsi entrainer une
hyperphagie. Il est également possible que la réponse hyperphagique des souris du groupe N-3
déficitaire soit occasionnée par des modifications durables dans l'expression des geénes de
neurones qui régulent l'appétit, pouvant étre une conséquence des modifications dans le
régime et en particulier pendant la période périnatale. Nous nous sommes penchés également
sur le fait que les souris du groupe N-3 déficitaire ont développé une certaine insulino-
résistance centrale en raison des troubles qu’aurait causés le déficit en N-3 pendant la période
périnatale. A cet effet, une étude récente a démontré que les animaux sensibles a 1’obésité sont
hyperphagiques et ce, probablement parce qu’ils développent une résistance centrale a
I’insuline qui possede une propriété anorexigéne [462]. La réponse hyperphagique apres 3
jours de restriction alimentaire est révélatrice des changements permanents dans la

signalisation de l'appétit, puisque les souris du groupe N-3 déficitaire ne controlent pas leur
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systtme de prise alimentaire en dépit de la restauration de l'alimentation avec une dicte
réguliére contenant des AGPI N-3 apres le sevrage. De plus, connaissant le réle important que
jouent les AGPI au niveau des corps cellulaires des neurones, étant eux-mémes constitués de
phospholipides contenant des acides gras hautement insaturés [463], il se peut que la fonction
normale d'un neurone a signalisation de satiété puisse étre stoppée. Ceci pourrait étre le
résultat d’une augmentation de I'apport alimentaire pour une stimulation spécifique de 'appétit
(par exemple ; la restriction alimentaire). Nos résultats offrent un apergu de 1'étiologie des
troubles de I’appétit tels que les crises de boulimie étant de plus en plus corrélées avec la

pathologie de l'obésité.

5.3.4 Effets sur l1a motivation alimentaire

Ce phénoméne de récompense alimentaire est bien compris dans les situations
d’obésité, puisque pour la plupart des individus obéses, la surconsommation d’aliments
palatables appétissants, riches en gras et en sucre, contribue fortement au développement de
I’obésité et a des changements dans les circuits de récompense du cerveau qui participent au
renforcement du besoin d’en consommer plus [7, 464]. En d’autres termes, 1’obésité en soit
peut étre considéré comme un facteur incitant la tendance a fournir des efforts supplémentaires
pour obtenir la nourriture, puisque nous avons vu que nos souris du groupe N-3 déficitaire
avaient plus de masse grasse. Bien que les résultats de Berthoud [465] ont rapporté que des
rats obéses placés sous diete riche en gras ont tendance a fournir un moindre effort pour
obtenir la nourriture. La raison peut-&tre parce qu’ils ont trop de masse grasse limitant leur

mobilité ou parce qu’ils sont trop rassasiés a cause du niveau élevé de la leptine circulante.
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Il est également important de signaler que les altérations dans les niveaux de
concentration de ces différents AG entrainent des altérations dans les propriétés
membranaires, les activités physiques, les interactions cellulaires plus particulierement au
niveau des transporteurs et récepteurs [359, 466]. Toutes ces modifications ont une influence
sur le fonctionnement du circuit de récompense dopaminergique qui influe sur le
comportement alimentaire [36]. Des études récentes ont démontré qu’un régime maternel
déficitaire en AG pendant la période de maturation cérébrale, réduit la plasticité neuronale a
I’age adulte [168] et altere D’expression des protéines dopaminergiques [467]. Les
conséquences néfastes d’une dicte déficitaire en AGPI N-3 sur la neurotransmission
dopaminergique et sérotoninergique sont réversibles grace a un régime équilibré en AGPI N-3
a la seule condition que ce régime soit appliqué avant 1’age du sevrage (21 jours postnatal,
p21). Il s’avere ainsi important d’introduire rapidement dans la dicte les AGPI N-3 et plus
particulierement pendant la période périnatale, afin de protéger le cerveau et ces processus de
neurotransmission. Or, notre diete réguliére, contenant des AGPI N-3 a été introduite le jour
du sevrage. Nos résultats ont démontrés que les souris du groupe N-3 déficitaire, au cours de
leur séance d’apprentissage ont recueillies une plus grande quantité de palettes de sucrose que
les souris du groupe N-3 adéquat (Fig. 2 A) Cette observation suggere qu’elles sont beaucoup
plus motivées que les souris adéquates a fournir un effort pour accéder a leurs récompenses. 1l
faut penser également que le seuil de signification n’est pas atteint probablement par manque
de puissance statistique. Il est connu que 1’attribution d’une valeur hédonique a une expérience
ou un aliment implique la libération de dopamine au niveau du NAc, ce qui vient augmenter
considérablement le désir d’obtenir une « récompense » [468]. Les souris du groupe N-3

déficitaire ont probablement une augmentation de Dinflux dans leur systéme
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neurodopaminergique. Il se pourrait également que ces modifications dans la
neurotransmission affectent les récepteurs opioides localisés également au niveau du NAc.
Lorsqu’on considére le seuil d’effort & fournir pour obtenir la récompense de sucrose, les
souris du groupe N-3 déficitaire ont une tendance (p=.08) a émettre plus d’effort (Fig. 2 C) A
cet effet, une étude a récemment révélé que la stimulation de ces récepteurs opioides stimulent
la prise alimentaire, en particulier pour les aliments palatables [141] et que le déficit en N-3
pourrait entrainer une stimulation de ces récepteurs opioides. Le manque de valeur

significative serait du probablement a la taille réduite des animaux dans les groupes.

Fait important a signaler la recension des écrits chez les souris placées sous une dicte
riche en matiéres grasses font référence a une réduction de la motivation pour le sucrose. [469,
470]. Toutefois, il convient de noter que cette diminution de la motivation pour le sucrose peut
étre le reflet du libre-acces a I'alimentation riche en gras une fois que la souris retourne dans sa
cage. C’est la raison pour laquelle nous avons jugé bon de ne par réaliser le test de motivation

alimentaire au sein des groupes placés sous HFD.

5.3.5. Effets sur la mémoire et I’apprentissage

L’hippocampe est une zone du cerveau essentielle a la mémoire et a 1'apprentissage et
permet de chiffrer le degré d’incertitude lié¢ a 1’obtention ou non d’une récompense [471]. Une
étude a établi que les troubles cognitifs sont amélioré par 1’apport d’une alimentation riche en
AGPI N-3 [472], en démontrant une corrélation positive entre une réduction des niveaux
d’AGPI N-3 au niveau de l'hippocampe et une altération des performances cognitives [450].
Nous avons donc émis 1’hypotheése qu'un déficit périnatal en AGPI N-3 altérerait la mémoire

et les troubles cognitifs. D’autres chercheurs ont affirmé que la réduction du contenu cérébral
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en DPA, un AGPI de la famille des N-3 accompagnée d’une réduction d’ADH est associée a
une déficience du comportement chez les rongeurs adultes préalablement nourris au régime
déficitaire en AGPI N-3 [473, 474]. Bien que des données récentes indiquent qu’une carence
alimentaire des AGPI peut provoquer une altération du comportement a la fois dans des
modeles animaux et chez lhomme [403, 475], aucune modification des capacités
d’apprentissage et de mémorisation n’a été¢ mise en évidence dans 1’une ou 1’autre des deux
expérimentations menées au cours de nos études. Les capacités de mémorisation ne semblent
pas affectées a I’age durant lequel a été réalisée 1’expérimentation au sein de « /’operant
chamber ». L’annexe S5A ne démontre aucune différence entre les deux groupes
(adéquate/déficitaire) lorsque 1’on compare le nombre de palettes de sucrose obtenu lors des
séances d’entrailnement sur ratio fixe FR1, FR1 (5sec), FRS5. Dans I’annexe 5B en comparant
le nombre de pressions sur le levier actif et celles sur le levier inactif, il fut observé pendant la
durée de I’expérience que les 2 groupes ont pressé plus souvent le levier actif. Cela signifie
que les souris ont fait I’association que le levier actif est celui qui délivrait la récompense
alimentaire. Bien que des niveaux diminués d’ADH suite a une carence alimentaire puisse
affecter diverses fonctions cognitive et motrice [344], il pourrait y avoir un processus
compensatoire du cerveau durant le développement neuronal permettant de palier aux effets
néfastes que pourraient occasionner le déficit en ADH pendant la période périnatale. Il aurait
été intéressant d’évaluer le méme type de comportement d’apprentissage plus tot qu’attendre a
I’age adulte soit immédiatement apres le sevrage. On aurait peut-€tre pu mettre en évidence la
présence de troubles cognitifs en lien avec des processus neurodégénératifs de la mémoire et
de I’apprentissage comme 1’ont démontré d’autres études. Ceci soit par la réduction de la

plasticité neuronale et 1’activité comportementale, soit par I’abolition de la fonction neuronale
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des endocannabinoides [168, 405]. Puisque le développement cérébral de la souris se fait
essentiellement pendant la période post-natale, et la maturation des structures nerveuses
pendant les trois premiéres semaines de vie [345, 346], il s’aveére probable que le déficit
périnatal en AGPI N-3 n’ait pu causer de dommages neuronaux pouvant altérer la mémoire et
I’apprentissage de la progéniture. De plus, durant les dernicres étapes de gestation et trés tot
dans la vie post-natale, ’ADH et ’AA s’accumulent rapidement dans le cerveau a travers le
placenta et I’allaitement maternel ou artificiel [347, 348]. Pendant cette période, la diéte
réguliére contenant les N-3 fut remplacée par une dicte déficitaire lors du sevrage. A notre
connaissance, nos données sont les premieres a évaluer I'impact d'une alimentation totalement
déficitaire en AGPI N-3 de la période périnatale au sevrage sur la motivation alimentaire a

l'age adulte.

5.3.6. Constituants graisseux des diétes adéquate et déficitaire en oméga-3

Les divers éléments composant les dictes (adéquate et déficitaire en N-3) utilisées dans
notre étude ont été minutieusement choisis et en particulier les constituants graisseux. L huile
de lin obtenu par les graines de lin moulues, contient ’ALA, qui par I’allongement et la
désaturation de sa chaine carbonée est converti en ADH et APE dans le corps [476]. Selon le
conseil canadien du lin « Flax Council of Canada » [477] ’ALA constitue 57 % des acides
gras totaux contenu dans le lin, le désignant comme étant la source la plus riche de I'ALA dans
l'alimentation en Amérique du Nord. Notre di¢te adéquate en contient 4.81g / Kg alors que
notre dicte déficitaire en est complétement dépourvue, éliminant ainsi toute source probable
d’ADH et d’APE. La qualité de I’huile de carthame « safflower oil » est quant a elle élevée en

raison de sa composition en AG. Elle est composée d’environ 6-8 % d’acide palmitique, 2-3 %
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d’acide stéarique, 16-20 % d’acide oléique et 71-75 % d’acide linoléique [478]. Une étude
comparant différents types d’huile de carthame pure a démontré que la quantité d’acide
linolénique (ALA, C18 :3) contenue dans cette huile se retrouve soit sous forme de trace ou
d’indétectable [479]. La différence entre la dicte adéquate et déficitaire en huile de carthame
est minime, soit 1.3 g, avec respectivement 17.7 g et 19 g pour chaque di¢te et aucune source
possible de précurseurs d’acides gras ®-3 (ADH et AEP). Pour sa part, I’huile de coco ne
contient pas d’acide linolénique mais contient environ 49 % d’acide laurique [480]. En raison
de sa haute teneur en gras saturés, il est résistant au rancissement et a I’oxydation. Les dictes

adéquate et déficitaire contiennent respectivement 75 g et 81 g.

5. 3.7. Effets sur la composition corporelle, les dépenses énergétiques

Compte tenu qu’il n’y avait pas de différence dans le poids des souris du groupe N-3
adéquate et celles du groupe N-3 déficitaire (Fig. 1 B, p<0,05), nous avons voulu déterminer
leur composition corporelle. Nos résultats ont démontré qu’au sevrage les souris du groupe N-
3 déficitaire ont une différence significative de gain de poids par rapport aux souris du groupe
N-3 adéquat (annexe 1). Apparemment, les AGPI N-3 induisent non seulement l'oxydation des
acides gras mais réduisent aussi par induction de l'expression des génes impliqués dans la
thermogenese, les dépots de gras corporel chez les étres humains et les animaux, en
augmentant de ce fait la production totale de la chaleur du corps [481, 482]. Lors de la
détermination de la composition corporelle, les souris du groupe N-3 adéquate sous dicte
réguliere ont moins de masse grasse. Cela pourrait étre relié également a 1’augmentation de
l'oxydation des lipides chez ces souris en raison de I’activation des peroxysomes proliferator-

activated récepteur (PPAR), induite par les oméga-3 [483, 484].
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C’est ainsi sans surprise que les souris du groupe N-3 déficitaire sous dicte
hypercalorique ont plus de masse grasse (Fig.1C). En examinant la masse maigre, une
différence significative a été signalée chez les souris du groupe N-3 déficitaire placées sous
diétes réguliére en comparaison a celles du groupe N-3 adéquate (Fig.1D). Etant donné que
I’APE et I’ADH ont un effet anti-adipeux lors du développement de 1'obésité il est possible
que la présence de ces AG dans la di¢te adéquate ait réduit I'accumulation des graisses en
limitant I'hypertrophie et I'hyperplasie des cellules adipeuses [485]. De plus, il est connu que
ces AGPI réduisent la masse de tissu adipeux essentiellement au niveau de 1'abdomen [486].
Les résultats d’une étude publiée confirme l'influence de I’ADH et de 'AEP sur la mitogénese
et la béta-oxydation des AG dans les tissus adipeux [487]. Nos données réaffirment les
résultats d’autres études montrant chez des souris ou des porcs qu’une dic¢te riche en acide
linoléique conjugué a un ligand de PPARa (cis, les isoméres trans de 18: 2 n-6) permettant de
réduire la graisse corporelle et augmentant la masse maigre [488, 489]. Ainsi, la réduction de
poids corporel par I'huile de poisson accompagnée d’une réduction des réserves de gras a été
confirmée [490]. Ceci pourrait expliquer pourquoi les souris sous diete N-3 adéquate ont une
réduction significative de leur masse grasse que ce soit sous dicte réguliere ou dicte
hypercalorique (Fig. 1 C).

La fonction principale du tissu adipeux brun est de briler les graisses afin de produire
de la chaleur et il a été récemment mis en évidence que ce tissu adipeux est présent sous forme
active chez ’homme adulte [491]. Dans le cadre de la régulation de la balance énergétique,
cette observation revét toute son importance puisque les rongeurs sont capables de briler le
surplus énergétique consommé au cours d’une di¢te hypercalorique [492]. C’est pourquoi le

tissu adipeux brun pourrait avoir un rdle décisif dans 1’homéostasie énergétique et la
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régulation de la masse corporelle en plus de I’effet antiadipogénique de I’ADH [493]. Nos
souris du groupe N-3 adéquate avaient probablement beaucoup plus de graisse brune dans leur
gras corporel. On pourrait également penser qu’il y a eu un effet sur la programmation
métabolique ou encore que le facteur nutritionnel de déficit en AGPI N-3 durant la période
périnatale pouvait causer des modifications physiologiques et métaboliques durables. Des
¢tudes animales portant sur les dictes obésogenes ont rapporté des modifications constantes
dans la morphologie et le métabolisme des adipocytes concernant I’augmentation de la taille et
du nombre des adipocytes [494, 495]. Les souris du groupe N-3 déficitaire sous dicte
hypercalorique agées de 20 semaines ont probablement une hyperplasie et une hypertrophie
des adipocytes dans leur masse grasse. Ces effets sur la thermogenese alimentaire suggerent
que les AGPI N-3 peuvent jouer un rdle essentiel dans I'homéostasie énergétique.

While HFD increased caloric intake as expected, there was no difference between N-3 Def and

5.3.8. Effets sur le métabolisme glucidique et la tolérance a I’insuline

La carence en AGPI de la famille des N-3 en général contribue a la résistance a
l'insuline et au syndrome métabolique [496, 497]. Des données confirment plus précisément
[498] qu’une consommation insuffisante en AGPI N-3 pendant la période périnatale augmente
le risque de développer le diabéte et bien d’autres maladies [499]. Par définition, la résistance
a l'insuline est un état métabolique dans lequel I'insuline & des concentrations physiologiques
ne parvenant pas a produire une réponse biologique normale afin de maintenir une
euglycémie. Puisque le lien entre le diabete et le déficit périnatal en AGPI N-3 est déja bien
¢tabli et que les souris du groupe N-3 déficitaire présentaient une masse grasse

significativement supérieure a celles du groupe N-3 adéquate nous avons émis 1’hypothése que
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nos souris du groupe N-3 déficitaire ayant une diéte régulieére développeraient une résistance a
I’insuline et/ou une intolérance au glucose. Lors du test d’insulino-résistance provoquée par
voie intra-péritonéale et suite a I’injection d’insuline (Humulin-R 100 U / ml, 0.9 U/kg ou 0.1
ml/10g), nos résultats (Annexe 7A) de glycémie brute démontrent que les souris du groupe N-
3 déficitaire (N-3 Def) ont dés le départ une hyperglycémie supérieure aux souris du groupe -
3 adéquat (N-3 Ad) et qui persiste pendant toute la durée de I’expérience malgré 1’injection
d’insuline. Cette hyperglycémie persistante et significativement différente chez les souris du
groupe N-3 Def, pourrait nous amener a conclure a une résistance a I’insuline. Mais lorsqu’on
normalise cette glycémie par rapport a la glycémie basale (Annexe 7B), on voit que les 2
courbes se superposent. Cela signifie que 1’on parvient a la méme réponse d’insulino-
sensibilité entre les 2 groupes (N-3 adéquat et N-3 déficitaire). On peut donc conclure qu’il y a
une hyperglycémie chez les souris du groupe N-3 Def occasionnée probablement par un léger
déréglement au niveau des cellules B du pancréas, mais qu’il n’y a pas d’insulino-résistance
puisqu’on observe le méme niveau de sensibilité a I’insuline. A I’aide du clamp euglycémique
hyperinsulinémique, nous aurions pu mettre en évidence la résistance hépatique a l'insuline
chez les souris du groupe N-3 Def en raison de la production hépatique de glucose plus élevé

lors de la stimulation de I'insuline par rapport aux souris t¢émoins du groupe N-3 Ad.

L’intolérance au glucose par définition survient lorsque 'organisme réagit moins bien
aux effets de l'insuline devant faire plus d’effort afin de contrdler les taux de glucose sanguin
dans les valeurs de la normale. Lors du test d’hyperglycémie provoquée par voie orale, nos
résultats (Annexe 7C) de glycémie brute démontrent que les souris du groupe N-3 Def ont
des le départ une légere hyperglycémie comparativement aux souris du groupe N-3 Adeq.

Lorsque I’on normalise cette glycémie par rapport a la glycémie basale (Annexe 7D), il n’y a
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aucune différence entre les 2 groupes (N-3 adéquat et N-3 déficitaire). On peut donc conclure
qu’il y a une tendance a I’hyperglycémie au départ chez les souris du groupe N-3 Def et qu’il

n’y a pas d’intolérance au glucose.

En résumé, il existe un probléme avec la régulation de 1’homéostasie glucidique
puisque lors des tests les souris du groupe N-3 déficitaire ont une hyperglycémie basale deés le
départ dans ’OGTT et ’'IP-ITT mais il n’y a aucun changement a 1’égard de la sensibilité a

I’insuline ni de défaut de tolérance au glucose.

5.3.9. Comportement de type anxieux et dépressif

L’effet hédonique d’un aliment palatable peut promouvoir la suralimentation et le gain
de poids [500]. II est bien connu que les facteurs alimentaires peuvent causer d’importantes
modifications sur la fonction et la plasticité du cerveau entrainant des troubles mentaux [501].
Des auteurs ont démontré que les animaux recevant un régime totalement carencé en AGPI
pendant 1 mois a partir du jour de la naissance présentaient une réduction du taux d’ADH dans
les membranes du cortex frontal et une plus grande anxiété dans le test du labyrinthe surélevé
[502, 503]. Nous avons émis 1’hypotheése que l'apport inadéquat d’AGPI N-3 pendant la
période périnatale puisse causer un comportement de type anxieux. Nos résultats démontrent
que malgré la réduction significative d’AEP dans le cerveau des souris du groupe N-3
déficitaire (progéniture femelle issue des mémes cohortes) au sevrage, les souris de sexe male
ne montrent aucun signe d’anxiété lorsqu’elles sont soumises a une diete réguliére. Ainsi, dans
I’appareil Elevated Plus Maze (EPM) ou labyrinthe en croix surélevé, il n’existe aucune

différence entre les souris du groupe N-3 adéquat et celles du groupe N-3 déficitaire que ce
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soit dans le % de temps passé dans les bras ouverts ou encore dans le nombre d’entrées

effectué dans les bras ouverts ( Fig. 3 C, D) lorsqu’elles sont soumises a une di¢te réguliére.

Par la suite, nos résultats ont également démontré, lors du deuxiéme test d’anxiété «
["open field » qu’il n’y a eu aucun comportement de type anxieux entre les souris du groupe
N-3 adéquat et celles du groupe N-3 déficitaire. Le nombre d’entrées au centre et la durée
passée au centre de I’appareil ne montraient aucune différence entre les 2 groupes de souris
lorsqu’elles étaient soumises a une dicte régulicre et ce, bien que des études aient pu montrer
le lien entre le déficit en AEP et 1’anxiété [408] A cet effet, une étude menée chez des
toxicomanes démontre que lorsqu’ils recoivent I'EPA (plus de 2 g/jour), il y a une réduction
significative de l'anxiété comparativement a ceux recevant un placebo [50]. D’autres études
chez des personnes normales, sans dépression clinique ou souffrant de troubles anxieux,
réveélent qu'une augmentation de 1'apport de I'EPA améliore leur capacité a gérer le stress et a

générer des améliorations dans I'humeur [280, 504].

La diéte obésogeéne ne potentialise pas pour autant le comportement de type anxieux.
Bien qu.il soit connu que les AGS peuvent induire une inflammation et une dégénérescence
neuronale dans le cerveau provoquant l'anxiété. On s’attendait a ce que la dicte obésogene
augmente le niveau d’anxiété des souris, surtout celles du groupe N-3 déficitaire. Tel ne fut
pas le cas. On peut spéculer qu’il y a un effet plateau C’est-a-dire que la diéte déficitaire a
déja causé un état d’anxiété au maximum (niveau d’anxiété a atteint le plafond) et que la dicte
obésogene ne peut plus augmenter ce niveau. Cet effet plateau peut étre di a la
neuroinflammation. Cette neuroinflammation qui peut-€tre occasionnée par la forte

concentration des dérivés de I’AA et des éicosanoides qui ont des effets pro-inflammatoires
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dans le cerveau des souris du groupe N-3 déficitaire [505, 506]. De plus, la di¢te obésogene
elle-méme est un inducteur pro-inflammatoire [507] pouvant accroitre cette
neuroinflammation et causer I’état plafond du niveau d’anxiété chez les deux groupes (N-3 Ad

et N-3 Def).

De nombreuses études ont établi le lien entre la dépression et la réduction des niveaux
AGPI N-3 [508, 509]. Nous avons donc émis I’hypothése que I'apport inadéquat d’AGPI N-3
pendant la période périnatale peut causer un comportement de type dépressif. Nos résultats
montrent que les souris du groupe N-3 déficitaire ont un temps d’immobilité significativement
supérieure comparativement aux souris du groupe N-3 adéquat. Ceci suggere qu’elles sont
plus déprimées. Notre étude soutient les résultats d’autres recherches mettant en évidence une
association entre la dépression et 'augmentation du rapport de AA/DHA [509, 510]. Ainsi nos
souris du groupe N-3 déficitaire possedent un comportement de type dépressif méme sous
dicte régulicre et présentent un ratio DHA/AA et de N-3/N-6 beaucoup plus faible que celles
du groupe N-3 adéquat. Puisque l'anxiété a une co-morbidité significative avec la dépression,
il est donc possible que la prise d'AEP puisse réduire la dépression. Des études indiquent que
la supplémentation en AEP améliore les symptomes dépressifs chez les patients résistants aux
traitements de dépression majeure unipolaire [511, 512] et de dépression bipolaire [S13]. Les
preuves suggerent une corrélation positive entre la sévérité de la dépression et des troubles
cognitifs [514]. La dépression majeure est associée a de plus grandes déficiences cognitives
alors que la dépression mineure a peu ou aucun effet sur les performances cognitives [515].
Parfois, les niveaux inférieurs en AGPI N-3 entrainent des niveaux significativement plus
faibles d’ADH [509, 516] accompagné de dépression majeure et de grandes déficiences

cognitives alors que des niveaux inférieurs d’AEP seul ou une association avec I’ADH causent
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une dépression majeure [517]. Des études animales prouvent que la carence en N-3 pendant
d’une génération entieére affecte profondément les comportements émotionnels a titre de
dépression et d’agression [518] ce qui soutient les associations cliniques et épidémiologiques
entre le déséquilibre du ratio N-6/N-3 et les troubles de I'humeur [519]. Toutefois, malgré le
taux significativement bas d’EPA dans le cerveau et la présence d’un comportement de type
dépressif chez les souris du groupe N-3 déficitaire, aucun trouble cognitif ou de
I’apprentissage n’a été observé au sein de ce groupe N-3 déficitaire. On peut ainsi dire qu’il

s’agissait d’une dépression mineure.

Il est important ici de signaler les conséquences de ’effet du déficit alimentaire en
AGPI durant la gestation sur les générations futures. Peu d’études a ce sujet sont disponibles
mais Lim et al. [520] ont récemment démontré que les rats adultes ayant une perte de 70 % du
contenu cérébral en ADH ont plus de difficultés a effectuer des taches spatiales. D’autres
¢tudes générationnelles ont observées des effets fonctionnels sur la perte de sensibilité de la
rétine apres trois générations en carence de N-3 [521]. D’autres études ont aussi signalé
qu’avec une perte d’environ 40-50 % d’ADH au niveau du cerveau les rats n’avaient aucune
altération des performances spatiales [522, 523]. Une autre ¢tude a réussi a produire chez des
rats une réduction d’ADH au niveau du systeme nerveux d’environ 50 % a I’intérieur d’une
premicre génération [524]. Ainsi, les manifestations sur la physiologie de la rétine et sur le
comportement cérébral apparaissent généralement lors d’une diminution de 50 % ou plus en
ADH dans le cerveau ou la rétine. Dans notre étude, il se pourrait que notre modele de
déficience pendant la « premiere génération » ne soit pas assez puissant pour générer une
réduction d’ADH importante au niveau du systéme nerveux central, pouvant causer des

modifications fonctionnelles de type anxieux mais plutdt dépressif.
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5.4. Implications de la stimulation aigue et chronique du GPR120

Dans notre deuxiéme étude, nous savons que la recherche de traitements pour les
maladies a incité les chercheurs a pousser leurs études sur le role des AGPIL, en particulier
I’ADH, et leurs actions de signalisation au niveau des récepteurs couplés aux protéines G
(RCPG). A rappeler que ’ADH est particuliérement abondant dans les phospholipides du
systéme nerveux (cerveau, rétine) de tous les mammiféres y compris I’homme [299] et peut
avoir un effet anorexique lorsqu’il est injecté au niveau du systéme nerveux central [452]. Ces
RCPG spécifiques ont fait I'objet de nombreuses et récentes recherches pour leur potentiel
thérapeutique [62] et en particulier le GPR120 qui est stimulé par les AGPI N-3 [63]. Sachant
que la perte de la fonction du GPR120 chez les souris freine les actions anti-inflammatoire et
d'insulino sensibilité des AGPI N-3 [71] et qu’une variante dans le géne codant GPR120 chez
humain augmente le risque d'obésité¢ [70] et la glycémie a jeln [453]; nous avons émis
I’hypothese que la stimulation pharmacologique des récepteurs spécifiques de ces AG tel que

le GPR120 entrainerait des modifications sur la balance énergétique et 1’état émotionnel.

5.4.1. Effets sur la prise alimentaire et la motivation alimentaire

Les récepteurs couplés a la protéine G jouent un role essentiel dans les mécanismes
contrdlant la prise alimentaire [525]. Parmi ces récepteurs liés aux AG, le GPR40 et GPR120
ont été identifiés pour se lier aux récepteurs des AGPI-LC, les N-3 [63, 64] tels que I’ADH,
I’AEP et I’ARA. Plus précisément, le récepteur GPR120 a été impliqué dans plusieurs
mécanismes tels que la régulation de la sécrétion intestinale d’incrétine comme le glucagon-
like peptide 1 (GLP-1), la régulation de I’adipogénese, la lipogenese, I’inflammation,
I’intolérance au glucose, la sensibilité a I’insuline et la préférence pour la nourriture [63, 69,
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71, 72]. De plus, faisant suite a notre premicre étude sur les AGPI N-3, il a été démontré que
la réduction des phospholipides membranaires en ADH inhibe le couplage-dépendant de la
protéine G dans le signal de transduction au niveau de la rétine [526]. Des modifications dans
les caractéristiques biophysiques des membranes neuronales entravent les connexions de
configuration fonctionnelle post-couplage en les rendant moins favorables énergétiquement.
Connaissant ces données, nous avons émis 1I’hypothése qu’une stimulation du GPR120 au
niveau du systéme nerveux central aurait des conséquences sur la prise alimentaire et la
motivation alimentaire. Nos résultats montrent que la stimulation centrale aigiie du GPR120, a
différentes concentrations (minimale : 0, 1uM; maximale : 1 uM dans une solution de 1 pL)
provoque une réduction importante de la prise alimentaire ad libitum, sous dicte réguliere, de
1, 2 et 4 heure post-injection. Cette réduction est respectivement de 80 % et 72 % de 'apport

alimentaire a la premiére et a la deuxieéme heure post-injection.

Sachant que I’EC50 de GPR120 III est de 17 nM (nano molaire), nos concentrations
utilisées, maximale (1 pM) et minimale (0,1 uM) sont supérieures a I’EC50 (17 nM) in vitro
de I’agoniste. Notons que la concentration efficace médiane (EC50) est une mesure de
concentration de médicament, d'un anticorps ou d'une toxine qui induit une réponse a mi-
chemin (médiane) entre la ligne de base et 1'effet maximal apres un certain temps d'exposition
a celui-ci. Elle est couramment utilisée en tant que mesure de I'efficacité d'un médicament et
représente la concentration d’un composé ou 50 % de I’effet maximal est observé dans une
courbe dose-effet. Rappelons que les doses choisies pour 1’agoniste GPR120 (GPR120 III),
ont été basées sur les résultats d’un article utilisant ce méme agoniste au niveau du cerveau en

le qualifiant du plus puissant et sélectif agoniste GPR120 commercialisé et disponible [423].
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Signalons toutefois, que la valeur de I’EC50 indiquée (17nM) est la concentration de
I’agoniste ou 50 % de I’effet maximal est observé au niveau des cellules (signalisation au
niveau B-arrestin). On ne sait pas a quoi correspond I’EC50 au niveau du tissu cérébral Dans
ce cas-ci, les effets observés au niveau cellulaire (étude in vitro) a ceux observés dans notre

¢tude chez les souris (étude in vivo) doivent étre prises avec considération

Puisque 1’agoniste spécifique du GPR120 que nous avons utilisé posséde une certaine
affinité pour les récepteurs GPR40, nous avons procédé a une expérience de controle avec un
agoniste spécifique du GPR40 (TAK-875). L'agoniste de GPR40 a concentration maximale de
1 puL dans une solution a 1 uM, n'a pas affecté la prise alimentaire a aucun moment de la durée
de I’expérience. Ceci démontre que I’effet anorexique objectivé est bien occasionné par la
stimulation spécifique des récepteurs GPR120. L'effet anorexique de la stimulation centrale
aigiie du GPR120 concorde avec les études qui montrent que les AGPI, y compris I’ADH et
I'AEP, mais non les gras saturés, diminuent la prise alimentaire lorsqu'ils sont administrés
centralement [452, 527]. Ainsi, le GPR120 est exprimé au niveau des neurones NPY de I’ARC

[77] qui, lorsqu’elles sont stimulées ont un effet anorexigene.

Toutefois, la stimulation centrale chronique du récepteur GPR120, a I’aide d’une
pompe osmotique qui délivre soit un véhicule (DMSO 1 % dilué dans du salin) ou un agoniste
de GPR120 (1 pM / jour dans 1 pL ; ~ 42 nM / heure) a une vitesse d'écoulement de 0.25ul / h
dans le ventricule latéral pendant 21 jours, ne réduit pas la prise alimentaire ad libitum, dans
un contexte d’environnement obésogene avec le HFD. Ce manque d’inhibition de la prise
alimentaire, suite a la stimulation centrale chronique du GPR120 sous HFD peut étre provoqué

par I’activation transitoire du récepteur ou la désensibilisation. La désensibilisation se définit
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comme une réduction progressive de transduction du signal qui se produit plus ou moins
rapidement apres 1’activation d’un récepteur selon 1'agoniste et la voie de signalisation [528].
Cette méme publication a rapporté que la désensibilisation du récepteur couplé a la protéine G
peut se produire lors les minutes suivant l'exposition a l’agoniste et ainsi réduire leur

signalisation a la stimulation maximale jusqu'a 70-80 %.

La consommation d’aliments palatables et gratifiants, a forte densité énergétique, est
un facteur majeur favorisant le surpoids et 'obésité. Le NAc est une région importante du
cerveau qui contréle la motivation alimentaire et le comportement dirigé vers un aliment
[529]. Puisque la stimulation centrale aiglie du GPR120 a réduit la prise alimentaire, nous
avons donc émis I’hypothese que cette méme stimulation centrale aigiie aurait une influence
sur la motivation alimentaire. L’analyse de nos données nous a permis de constater que la
stimulation aigiie centrale par I’agoniste GPR120 diminue les effets de motivation alimentaire
puisque le nombre de récompenses acquises lors du test de conditionnement dans « /’Operant
Chamber » a considérablement diminué en comparaison aux souris qui ont recues le véhicule.
11 se pourrait que la stimulation des récepteurs GPR120 par cet agoniste inhibent les récepteurs
opioides au niveau du NAc puisque la stimulation de ces derniers est connu pour avoir un effet
sur celle de la motivation des aliments palatables [141]. Cette injection a également réduit
considérablement le seuil du point d'arrét. Ce seuil détermine le niveau auquel la souris est
motivée a fournir I’effort afin d’obtenir sa récompense comparativement aux souris du groupe
« contrdle » ayant recu I’injection du véhicule. Il est a noter que notre injection centrale aigiie
de ’agoniste (1uM) a été réalisée 1 heure avant le test, période durant laquelle nous avions eu
approximativement 1’effet significatif sur la réduction de la prise alimentaire. Il est intéressant

ici de noter que cette injection aigiie centrale de 1'agoniste n'a pas affecté l'apprentissage des
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souris, puisque la proportion de pressions de levier actif et inactif est demeuré semblable entre

les groupes.

5.4.2. Effets sur le bilan énergétique

Les conséquences d'une alimentation hypercalorique, le plus souvent hyperlipidique,
sont bien connues chez les rongeurs et les primates en se traduisant a la fois par une
hyperplasie et une hypertrophie des adipocytes [530]. Le role de GPR120 en tant que
récepteur des AG régule le métabolisme lipidique dans I’ensemble du corps en intervenant
particulierement dans la distribution graisseuse [69]. De plus, 'administration d'un agoniste
oral GPR120 a récemment été signalé pour avoir de plus grandes actions métaboliques dans le
cadre d'un régime alimentaire riche en graisses [531]. Nous avons ainsi voulu évalué les effets
d'une stimulation prolongée (chronique) centrale de I’agoniste sur les parameétres de la balance
énergétique chez les souris ayant une dicte obésogene. Puisque la stimulation chronique
centrale du GPR120 n’a eu aucun effet sur la prise alimentaire ad libutum sur le HFD, nous
avons également voulu évaluer d’autres parametres de la balance énergétique a savoir le
quotien respiratoire et I’activité locomotrice chez des souris avec des mini-pompes osmotiques

livrant soit 1’agoniste de GPR120 ou le véhicule pendant 21 jours.

Tel que déja mentionné, la prise alimentaire ad libutum sur le HFD était similaire entre
les souris avec mini-pompe contenant le GPR120 et les souris avec mini-pompe contenant le
véhicule, lors de la stimulation chronique centrale. Toutefois, lorsque 1’on compare la
consommation totale en termes de calories, nous ne sommes pas surpris de constater que
l'exposition a la diete HFD augmente 1’apport calorique par rapport aux souris alimentées avec
la diete réguliere (LFD). En comparant la différence dans la prise de poids entre les souris
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sous HFD (veh vs GPR120), le gain de poids était similaire entre les groupes. En plus de la
prise alimentaire, le ratio d'échange respiratoire (RER) s’avére étre également sensible aux
changements dans le métabolisme de I'énergie qui survient lors d’une alimentation
hypercalorique a court terme [532]. Le RER est nettement inférieur chez les souris sous diéte
HFD comparativement au groupe sous dicte réguliére, ce qui est conforme aux régles
métaboliques et témoigne d’une plus grande utilisation des lipides par rapport aux hydrates de
carbone. Par contre ce ratio était comparable entre les souris avec mini-pompe GPR120 sous
HFD et souris mini-pompe véhicule HFD. Ceci signifie que I’agoniste GPR120 n’affecte pas
le RER sous di¢te obésogéne. Le compte d’activité dans sa totalité (durée de 24h) était
similaire entre les groupes (LFD vs HFD). Nous avons observé une légere augmentation de
I’activité dans le groupe contrdle (souris avec mini-pompe véhicule sous di¢te hypocalorique)
durant les premicres heures du cycle noir, probablement parce que ces souris pésent moins
donc elles bougent plus. Une étude récente a démontré que des souris mutantes déficientes en
GPR120, agées entre 15 et 16 semaines et soumises a un HFD, n’ont aucune différence en
terme de dépenses énergétiques comparativement aux souris sauvages durant leur phase
inactive (lorsque la salle est éclairée). Cependant, celles agées entre 9 et 10 semaines,
déficientes en GPR120 et placées sur HFD ont une réduction de leurs dépenses énergétiques
en comparaison aux souris sauvages [70]. On pourrait croire que dépendamment de I’age ou

du temps d’exposition a une diete hypercalorique, I’agoniste du GPR120 réagit différemment.
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5.4.3. Le comportement émotionnel de type anxieux une fois que les souris

seraient exposées a une diéte obésogéne

En plus d'affecter toutes les tranches d’age, le nombre alarmant de jeunes adultes
souffrant de troubles anxieux ne fait qu’augmenter [533], pressant impérativement le
développement de stratégies thérapeutiques visant a modérer l'incidence des troubles de
I'humeur. Compte tenu de I’action anxiolytique associée a l'alimentation riche en AGPI N-3
[280, 534] et de I’activation du GPR120 par les N-3 [71], nous avons voulu a déterminer si la
stimulation centrale des récepteurs GPR120 module le comportement de type anxieux en
utilisant les deux tests standards de l'anxiété: Elevated Plus Maze (EPM) et Open Field Test
(OFT). Nos résultats démontrent que sous diéte réguliere, I’injection centrale aigiie de
I’agoniste, tend a réduire le comportement de type anxieux puisque les souris injectées ont
tendance a passer plus de temps dans les bras ouverts en comparaison au groupe controle. Ceci
signifie que les souris ne sont pas effrayées par les espaces ouverts et qu’elles ont tendance a
étre moins anxieuses. Cependant dans I’OFT lorsque nous comparons les souris qui ont regu le
véhicule a celles ayant recu 1’agoniste, ces dernicres ont un temps et une fréquence
d’allongement du tronc significativement réduites. Cette posture correspond au comportement

11¢ aux conflits ; correspondant a une attitude approche-évitement [535].

Lors de la stimulation centrale chronique, les souris sous HFD avec la pompe
osmotique contenant I’agoniste du GPR120 ont significativement pass¢€ plus de temps dans les
bras ouverts de I'EPM sans toutefois modifier leurs nombres d’entrées dans les bras ouverts
comparativement aux souris sous HFD avec pompe osmotique contenant le véhicule. Pourtant

le temps allou¢ dans le centre de I'OFT a été significativement augmentée chez les souris
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traitées par l'agoniste sous HFD sans aucune modification du nombre d’entrées au centre.
L’OFT n’a montré aucune différence entre les groupes lors de I’analyse du temps
d’allongement du tronc et du nombre d’allongement effectué. Ceci signifie que 1’activation
centrale prolongée de GPR120 a 1’aide d’une pompe osmotique inhibe le comportement de
type anxieux des souris placées sous une dicte riche en gras et pourrait étre une voie
thérapeutique a effet anxiolytique/antidépresseur. Cet effet anxiolytique causé par 1’injection
de I’agoniste du GPR120 au niveau central pourrait étre également li¢ a I’activation du Mfsd2a
(Major facilitator superfamily domain-containing protein 2 a) qui est exprimé exclusivement
dans I’endothélium des micro-vaisseaux sanguins de la BHE et qui est le principal transporteur

pour I’ADH dans le cerveau [397].

La prise de poids conduisant a 1’obésité et aux troubles de I'humeur représente une des
causes majeures de morbidité et de l'incapacité fonctionnelle. La revue de la littérature sur les
études humaines indique que I’augmentation aigué de la quantité de gras dans l'alimentation
conduit a la fois aux changements métaboliques [536] et aux comportementaux de I'humeur
[537] tels que la dépression [538, 539]. La recension des écrits sur les études cliniques mettent
¢galement I’emphase sur les symptomes et conséquences des troubles anxieux pouvant non
seulement augmenter 1'appétit [540] mais également stimuler une forte envie de manger des
aliments riches en gras et en sucre [541]. Parmi ces troubles de I’humeur, le comportement de
type anxieux est une des conditions psychiatriques qui se retrouve plus fréquemment dans les
pays développés et pouvant affecter un quart de la population au cours de leur durée de vie
[542]. Les preuves pouvant affirmer qu’il y ait une interrelation entre 1’obésité et les troubles
de type anxieux chez I’homme sont par contre controversées puisque certaines études ont

identifié une association positive entre ces deux conditions alors que d'autres n’ont observé
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aucune relation significative. Toutefois, dans une revue systématique de la littérature, Gariepy
et al. ont recherché le lien entre 1’obésité et les troubles anxieux dans la population générale.
Ils ont conclu que dans I’ensemble, a un niveau modéré, il existe des preuves d’association
positive entre 1’obésité et les troubles anxieux et que la prévalence des troubles anxieux est
significativement augmentée par l'incidence de 'obésité [543]. 1l est important de noter ici que
les auteurs ont néanmoins des réserves tout comme d’autres chercheurs en concluant que de
multiples facteurs environnementaux tels que 1’exposition aux régimes obésogenes denses en
calories et le manque d'activité physique peuvent aussi contribuer au développement ou au
maintien des troubles anxieux et dépressifs [544]. Le recensement des publications rapporte
que I'obésité peut conduire a des troubles anxieux par le biais de diverses voies. D’une part, la
discrimination et la stigmatisation liées au surpoids peuvent étre profondément pénibles pour
les personnes obeses [545] et d’autre part, l'effet négatif de 1'obésité sur la santé et la qualité
de la vie pourrait étre un élément déterminant a son développement [546]. Ces deux
possibilités pourraient conduire a des troubles anxieux.

Les résultats des études provenant de notre laboratoire ont démontré chez les rongeurs
le role du gain de poids dans I’apparition de comportements de type dépressif, suite a une
alimentation riche en gras [547]. D’autres chercheurs ont également démontré une
augmentation des comportements de type anxieux et de désespoir chez les souris soumises a
une dicte obésogeéne induisant 1’obésité (DIO) [548]. Plus spécifiquement, nous avons
démontré que ces troubles comportementaux étaient attribuables a un régime alimentaire riche
en gras saturés comparativement a un régime alimentaire isocalorique riche en gras

monoinsaturés ou a un régime faible en gras [549]
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Selon mon point de vue, il existe une relation entre la prise de poids, l'anxiété et la
dépression. On ne peut pas confirmer qu’il s’agit d’une relation de cause a effet mais plutot
d’une forte corrélation D’autres études humaines sont donc nécessaire afin de mieux statuer

cette relation

5.5. Forces et faiblesses de cette étude

Les résultats du premier article de notre recherche plaident en faveur de ’utilité et des
bienfaits des AGPI dans le modéle animal. A notre connaissance nous sommes les premiers a
¢valuer le role des AGPI N-3 pendant la période périnatale sur la motivation alimentaire. Les
résultats du deuxieéme article soutiennent le potentiel effet bénéfique d’un agoniste spécifique
du GPR120 dans le traitement de 1’obésité et du diabéte A notre connaissance également, nous
sommes les premiers a évaluer I’effet d’une stimulation pharmacologique aigue et chronique

au niveau central du GPR120 sur la balance énergétique et 1’état émotionnel de type anxiété

Nous sommes conscientes que cette recherche constitue une base solide des études
cliniques pour ’avenir et le bien étre des humains. Nous sommes €galement conscientes que la
plus grande limite de notre étude est ’extrapolation de nos résultats obtenus avec des souris,

particuliérement les C57B16, a I’humain.

Dans notre premicere étude, I’un des plus grands obstacles fut de n’avoir qu’utilisé que
des souris males. Nos résultats ne peuvent ainsi €tre généralisés aux femelles en raison des
variations biologiques intrinseques telles que les cycles hormonaux de celles-ci qui requierent
des techniques plus spécifiques. De plus, I'impact disproportionné que peuvent avoir certaines

maladies liées au sexe est €galement un facteur a considérer.
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Dans notre deuxieme étude, pendant la stimulation aigiie, nous ne pouvions limiter les
effets qui pourraient étre liés aux nombres d’injections regues a répétition par chaque animal
(véhicule, faible et forte concentration) ou au fait que les animaux ne soient pas tout a fait «
naifs » malgré les manipulations du sham pendant 2 jours consécutifs avant I’administration
du véhicule ou des agonistes. En ce qui concerne la quantité¢ de drogue injectée, nous nous
sommes basés sur la masse totale injectée a chaque souris (soit 1 uL d’une solution a 0,1uM et
1 uM par souris) et non sur la masse spécifique de I’agoniste. Or, chaque agoniste a sa propre
masse moléculaire; 524.62518 g/mol pour le TAK-875 et 364.4g/mol pour le GPR120 III, une
différence de 35 % de masse molaire existe entre les 2 agonistes. Il se pourrait que ces
agonistes aient des affinités différentes et selon la quantité de récepteurs stimulés nous devons
nous attendre a des résultats différents pour une méme concentration administrée. Finalement,
’utilisation de ’agoniste GPR120 utilis€¢ a une trés faible affinité pour les récepteurs du
GPR40 qui ont également été¢ détecté dans certaines zones du cerveau [67, 379]. Pour
distinguer les effets liés soit a 1’agoniste du GPR120 ou a I’agoniste du GPR40, nous avons
jugé bon d’utiliser un agoniste spécifique de GPR40 dans un groupe témoin. Compte tenu que
I’agoniste de GPR40 n’a eu aucun effet sur la prise alimentaire, nous avons déduit que 1’effet
de réduction de prise alimentaire déclenché par 1’agoniste de GPR120 est probablement
occasionné par I’activation spécifique des récepteurs GPR120 dans le cerveau. Le manque
d’un groupe expérimental lors de I’injection chronique sous diete hypocalorique (LFD-
GPR120) nous permettrait de mieux évaluer 1’effet de 1’agoniste sous diéte hypocalorique.
L’absence de ce groupe dans notre étude s’explique tout simplement du fait que nous avions

voulu évaluer I’effet du GPR120 sur la prise alimentaire dans un contexte obésogéne. Des
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perspectives futures avec de plus grandes cohortes se pencheront certainement sur ce groupe

contrble.
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Chapitre 6 : Conclusion générale et perspectives
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6.1. Conclusion

Compte tenu de la prévalence de 1’obésité dans les populations occidentales, la grande
majorité¢ des études pharmacologiques visent a découvrir de nouveaux médicaments efficaces
pouvant €tre utilisés en tant que traitement pour 1’un des problémes majeurs en santé publique
qu’est I’obésité. Quelques médicaments ont €té mis sur le marché dans le passé afin de
modifier la sensation de satiété. Tel est le cas du rimonabant, un antagoniste du cannabinoide
type 1 receptor (CB1) qui vient diminuer la consommation de nourriture [550].
Malheureusement, ce médicament a été retiré du marché en raison des effets secondaires
psychiatriques graves tels que la dépression et les tendances suicidaires [551]. Heureusement,
il existe aujourd’hui un tournant important dans le domaine de la recherche en ce qui concerne
le traitement de I’obésité. Il existe en effet aujourd’hui un lien étroit entre 1’obésité et la
dépression et cette approche thérapeutique intégrant ces deux pathologies est trés bien
accueillie. Malgre¢ les efforts déployés dans le développement des médicaments ou des vaccins
contre I’obésité, la meilleure solution pour lutter contre le développement de ce fléau demeure
la prévention se traduisant par D’activité physique quotidienne et un régime alimentaire
équilibré. Mais chez certaines personnes ces méthodes de prévention et de traitement de
I’obésité ne fonctionnent pas. Une vision globale, dynamique et multidisciplinaire nous
permettant de comprendre les différents mécanismes physico-chimiques et biologiques du
contrdle de la régulation de la faim, est selon nos recherches, la meilleure voie pour combattre
ce fléau que représente 1’obésité et le diabete de type 2.

Cette ¢tude nous a permis dans un premier temps de démontrer que les AGPI N-3
pendant la période périnatale sont trés importants pour la régulation de I'appétit et de ’humeur

a I’age adulte. Dans un deuxiéme temps, elle nous a permis d’effectuer une percée par laquelle
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ces acides gras polyinsaturés pourraient jouer un role anorexigéne dans le cerveau. La
véritable question intéressante a se poser est de savoir si l'activation de ce récepteur aura un
effet bénéfique au sein d’une large population de patients souffrant d'obésité et/ou de diabéte
de type 2. En combinaison avec leur action de sensibilisation a 1’insuline, de contrdle a la fois
sur les aspects de la neuroprotection, la neuroinflammation, et la récompense pour la
nourriture; via l’activation du GPR120; les AGPI N-3 démontrent bien qu’ils sont des
nutriments essentiels. Nos données nous permettent de faire la lumiére sur une nouvelle
solution, non invasive, rentable, économique, un ciblage d’essai thérapeutique a titre d’un
agoniste du GPR120 pouvant traverser la barriere hématoencéphalique en tant que nouvelle
approche thérapeutique polyvalente pour le traitement simultané de 1’obésité et de diabéte de

type 2.
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6.2. Perspectives

La présente these rédigée a été créée afin d’améliorer nos connaissances sur le role des
AGPI de la famille des N-3 sur la balance énergétique, la motivation alimentaire, I’anxiété, la
dépression et I’implication du GPR120. En raison de son activité biologique et de sa
distribution dans différents tissus, méme au niveau du systéme nerveux central, GPR120 est
une cible thérapeutique attrayante pour l’obésité et le diabéte de type 2. Toutefois, de
nouvelles recherches sur 1’utilisation d’un potentiel antagoniste des récepteurs GPR120 et sur
la régulation de la balance énergétique serait interessant puisqu’une étude a récemment
démontré I’effet d’un antagoniste des GPR120 sur les cellules de carcinome colorectal [552].
En supposant que les antagonistes des GPR120 vont afficher une haute sélectivité équivalente
a celle déja décrite pour les antagonistes des GPR40, il serait également d'une grande utilité
d’approfondir les roles et contributions des GPR120 au niveau du systéme nerveux central a
I’égard du controle de la balance énergétique et des troubles émotionnels.

Il est bien connu que les AGPI suppriment l'expression des génes de la lipogenese
induisant a la fois la transcription de génes codant pour des protéines de 1'oxydation des lipides
et de la thermogenese [553, 554]. 1l serait souhaitable a ’avenir de pouvoir doser les facteurs
de transcription, particulierement le peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR), qui
est activé par les AGPI [555, 556].

Une étude a récemment démontré que la supplémentation en N-3 chez des souris
sauvages entrainait une amélioration significative de la tolérance au glucose par rapport a la
fois aux souris sauvages et knock-out (KO) placées sous HFD, mais que cette supplémentation
en N-3 n’avait aucun effet sur les souris GPR120 KO [557]. D'autres études sur des souris KO

placées sous HFD sont néanmoins nécessaires afin de mieux comprendre les mécanismes par
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lesquels ce récepteur permet de moduler 'homéostasie du glucose dans I’organisme entier et
plus particulierement au niveau du systéme nerveux central. Il serait également interessant de
mieux caractériser la présence du GPR120 dans le cerveau (puisque nous avons démontré dans
notre laboratoire I’expression de son ARNm dans certaines zones spécifiques du cerveau).
Ceci pourrait se faire en identifiant les types de cellules exprimant le GPR120 en utilisant la
technique d’hybridation in situ Cette technique nous permettra de réaliser un systeme
d’inactivation génétique Cre-Lox, afin de générer des souris dans lesquelles les sites LoxP
flanquent le géne GPR120 (« souris GPR120-floxé » ou le géne serait invalide). On pourrait
ainsi donc soumettre les souris sous HFD ou sous di¢te N-3 adéquat et N-3 déficitaire. On
pourrait du méme coup grace a cette technique avoir des souris GPR120 KO conditionnel (a
savoir une invalidation du géne au niveau de certaines cellules spécifiques du cerveau, par
exemple les neurones, les astrocytes, la microglie etc. ...)

La neuroinflammation est une caractéristique précoce commune a la plupart des
pathologies périphériques et centrales, connue pour modifier les effets cognitifs, en particulier
la mémoire spatiale [558]. Au niveau du cerveau, elle est caractérisée par la synthése et la
libération de médiateurs pro-inflammatoires connus afin de contrdler la fonction neuronale
[559]. Les troubles dans la régulation de l'expression de cytokines, de chimiokines et des
modifications dans les niveaux de sécrétion de la leptine représentent des changements
pouvant moduler la réponse immunitaire et inflammatoire au niveau de 1'axe hypothalamo-
hypophysaire et avoir un impact sur le poids, I’appétit et le niveau de satiété [560].

L’axe hypothalamo-hypophysique surrénalien, en abrégé HPA pour hypothalamo-
hypophysique adrénale, est formé par 1’hypothalamus, I’hypophyse et la glande surrénale.

Sachant que la libération aigué ou chronique des hormones liées au stress (cortisol,

189



glucocorticoides et 1'adrénaline) entrainent des modifications dans la plasticité neuronale et en
particulier au niveau de I’HPA ou siégent les structures cérébrales impliquées dans la
régulation du stress [561], il serait interessant de les doser dans notre protocole. Puisque le
dysfonctionnement de ’HPA est d’ailleurs impliqué dans plusieurs maladies y compris celles
des troubles de I’humeur comme la dépression pouvant se traduire, par une diminution de
I'apport en nourriture [562]. Des auteurs rapportent é¢galement qu’un déréglement de cet axe
contribue a I’altération de ’appétit et du gain de poids chez les personnes stressées [563].

Il aurait été intéressant dans notre étude de mesurer ces différentes substances et
comparer leur expression, particuliérement entre les souris placées sous HFD et LFD avec
I’injection chronique du GPR120. Compte tenu que le mécanisme de 1’effet anti-inflammatoire
de ’ADH implique D’activation du complexe GPR120/B-arrestin-2 dans le cytoplasme,
bloquant a son tour 1’association TAB1/TAKI1 qui est un inducteur de la signalisation pro-
inflammatoire en aval [71], il serait intéressant de vérifier par quel mécanisme le GPR120 agit
en tant qu’anti-inflammatoire au niveau du cerveau et quels sont les circuits neuronaux
concernés dans ce processus. Il serait également interessant d’utiliser des souris B-arrestin 2
knock-out afin d’évaluer les mécanismes en aval du complexe GPR120/B-arrestin-2 dans le
processus inflammatoire.

I1 serait enrichissant de procéder a 1’activation centrale du GPR120 avec un agoniste
pouvant traverser la BHE, dans un modeéle de « souris anxieuses ou dépressives » comme le
modele des souris H/Rouen, et évaluer a la fois ’aspect émotionnel et de prise alimentaire. Un
tel traitement pourrait ainsi étre avantageux afin de diminuer la consommation alimentaire
chez les « mangeurs émotionnels » qui consomment des aliments palatables, riches en gras et

en sucre pour pallier a leur stresse ou leur anxiété.
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Nous avons ciblé spécifiquement les récepteurs du GPR120 mais comme il existe une
certaine affinit¢ pour le GPR40, il serait souhaitable a 1’avenir d’évaluer la quantité¢ de
récepteurs GPR40 étant activés lors de cette stimulation spécifique des récepteurs GPR120.

Il serait important a ’avenir de faire non seulement un profilage de la distribution
tissulaire de GPR120 et de mener des ¢tudes pour déterminer comment le récepteur lui-méme
est réglementé au niveau du corps entier et au niveau de chaque tissu individuellement. En
plus du profilage de distribution tissulaire, un profilage génétique au sein des populations a
risque serait important, puisque les données suggerent qu’il est possible de développer des
stratégies préventives de I’obésité en identifiant les personnes porteuses du géne p.R270H,
sensibles a I'obésité[70].

Puisque nous avons mis en évidence 1I’expression de I’ARNm du GPR120 au niveau du
NAc et qu’une stimulation aigiie centrale du GPR120 entraine une réduction de la motivation
alimentaire pour les aliments palatables ; des études ultérieures demeurent toujours nécessaires
afin de déterminer si la réduction du comportement de motivation alimentaire se produit a

travers des actions de signalisation dans le NAc.
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Annexe 1 : Poids des souris au sevrage

15- Poids au sevrage

*%

104 —

Grammes

N-3 Adq N-3 Def

Mesure du poids au sevrage (PND21) de la progéniture o-3 adéquat (N=32) et ®-3 déficitaire
(N=24) placée sous diete réguliere. **p=0.0046
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Annexe 2 : Composition de la diete réguliere de base Chow

Macronutriments | % Energie | Acides Gras %  composition
totale totale
Densité énergétique | 3.1 (13.0) C16:0 Palmitique 0.7%
Kcal/g (KJ/g)
Calories des | 24% C18:0 Stéarique 0.2%
protéines
Calories des lipides | 18% C18:1m9 Ol¢éique 1.2%
Calories des 58% C18:2 w6 Linoléique | 3.1%
hydrates de carbone
C18:3 ®3 Linolénique | 0.3%
Total Gras Saturés 0.9%
Total monoinsaturés 1.3%
Total polyinsaturés 3.4%

Composition nutritive de la dicte réguliere

Teklad Global 18% Protein Rodent Diet / Rodent chow (Harlan Teklad 8604)
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Annexe 3 : Composition de la diete hypocalorique

High Fat Diet Formula Product # D12328
gm % Kcal %

Protein 16.8 16.4
Carbohydrate 74.3 73.1
Fat 4.8 10.5

Total 100.0

Kcal/gm 4.07
Ingredient gm Kcal
Casein, 80 Mesh 228 912
DL-Methionine 2 0
Maltodextrin 10 170 680
Corn Starch 835 3340
Sucrose 0 0
Soybean oil 25 225
Coconut oil, Hydrogenated 40 360
Mineral Mix S10001 40 0
Sodium Bicarbonate 10.5 0
Potassium Citrate, 1 H20 4 0
Vitamin Mix V10001 10 40
Choline Bitartrate 2 0
FD&C Red Dye #40 0.1 2
Total 1366.6 5557

Différents ingrédients contenus dans la di¢te hypocalorique. 11 Kcal% gras sans sucrose.
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Annexe 4 : Composition de la diete hypercalorique

High Fat Diet Formula | D12331
Product #
gm % Kcal %
Protein 23.0 16.4
Carbohydrate 35.5 25.5
Fat 35.8 58.0
Total 100.0
Kcal/gm 5.56
Ingredient gm Kcal
Casein, 80 Mesh 228 912
DL-Methionine 2 0
Maltodextrin 10 170 680
Corn Starch 0 0
Sucrose 175 700
Soybean oil 25 225
Coconut oil, 333.5 3001.5
Hydrogenated
Mineral Mix 40 0
S10001
Sodium 10.5 0
Bicarbonate
Potassium Citrate, 4 0
1 H20
Vitamin Mix 10 40
V10001
Choline Bitartrate 2 0
FD&C Red Dye 0.1 2
#40
Total 1000.1 5558.5

Différents ingrédients contenus dans la diete obésogeéne riche en gras et en sucre. 58 Kcal%

gras avec Ssucrosc.
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Annexe 5 : Mesure de 'apprentissage et de la mémoire

. . FRS ,

60- FR1 FR1(5sec)
50- o
40

o¢
zZ
ww

30+

20+

Palettes de sucrose

104

1234567 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22
Jours
A- Test d’apprentissage a utiliser «I’operant chamber» pour obtenir une récompense
Les deux groupes N3 adéquate et déficient ont appris comment utiliser «l’operant chamber»

de FR1, FR1 (5sec) et FRS pour obtenir la récompense palatable

5 600~

>

D 500+

B 400- -8~ N-3 Ad active
g e O N-3 Def active
S 3004, 4" - N-3 Ad inactive
o § A N-3 Def inactive
©

Q

Q0

£

(@)

pd

B- Représentation du nombre de levier actif vs inactif pressé par les souris -3 adéquat et ®-3
déficitaire durant la période d’apprentissage du ratio progressif. Pas de différence entre les 2
groupes lorsqu’on compare le nombre de levier actif pressé par rapport au nombre de levier
inactif pressé, signifiant que les 2 groupes se rappellent lequel des leviers est actif et lequel est

inactif.
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Annexe 6 : Réponse hyperphagique post restriction

alimentaire

Réponse hyperphagique suite a une
réduction ratio alimentaire au sein du

groupe ®-3 sur diéte réguliére *
=

N w H
— oy
L

—
1

Consommation alimentaire (g)

o

2lI1r 4ll1r Bilr

Prise alim. Restriction 50 % J1 J2 J3 Re-alimentation

L'apport alimentaire de base a ét¢ mesuré pendant 3 jours avant la restriction alimentaire en
réduisant le ratio de base a 50 % pendant 3 jours (J1, J2, J3). L’acces complet a l'alimentation
a été rétabli, et la mesure de la prise alimentation a été mesurée a différentes heures (h2, h4,
h8). Au bout de 8 heures, le groupe déficitaire a mangé significativement plus que le groupe

adéquat. *p=0.0478
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Annexe 7 : Métabolisme glucidique

B
A IP-ITT par rapporta TO
200~ IP-ITT 150-
_ . —— N-3 Adequat
T 150+ * N-3 Deficient
=2 1004 .
£ .
o i = ° ¢
§ 100 o e X \
o v 1
> 50' = £ /'
O 50- s ————
G T L] L] L] L] L] L] c L] L] T T T T T
S B H P S P S B H P S P
Temps (minutes) Temps (minutes)

Test d’insulino-résistance provoquée par voie péritonéale chez la progéniture male

A- Niveau du glucose durant le test de tolérance a I’insuline a environ 21 semaines d’age par
injection intra péritonéale d’insuline réguliere. B- Courbe de normalisation de la glycémie par
rapport a la moyenne de toutes les souris a TO. Chez les souris ®-3 adéquat (n=18) et ®-3

déficitaire (n=13). Mean=SEM; *p<.05, **p<.01, ***p<.001
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D OGTT par rapporta T0

(@

OGTT 300- N-3 Deficient n=12

. —— N-3 Adequat n=18
—— N-3 Adequat n=18

S N-3 Deficient n=12 200+

—

S 3004 AL

: / _ N S

£ 20 / T 1999

~8 \'\

> 1004

0 0 T T T ' ! ! ’

e S S S P &

Test d’hyperglycémie provoquée par voie orale chez la progéniture male.
C- Niveau du glucose durant le test de tolérance au glucose par voie orale a environ 23
semaines d’age. D- Courbe de normalisation de la glycémie par rapport a la moyenne de

toutes les souris a TO. Chez les souris ®-3 adéquat (n=18) et o-3 déficitaire (n=12).
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Annexe 8 : Fiche technique pour tests OGTT et IP-ITT

Animal Info | 0 min Time start 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min
Animal ID Time Time: Time: Time: Time: Time: Time:
BW: Glycemia Glycemia: | Glycemia: | Glycemia: Glycemia: Glycemia: Glycemia:
Dose:

Animal Info | 0 min Time start 15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min
Animal ID Time Time: Time: Time: Time: Time: Time:
BW: Glycemia Glycemia: | Glycemia: | Glycemia: Glycemia: Glycemia: Glycemia:
Dose:
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Annexe 9 : Fichier d’acceptation de protocole

CHUM

COMITE INSTITUTIONNEL DE PROTECTION DES ANIAUX

Télephone

Montréal, le 4 juin 2013

Dre
Centre de recherche

Vi iy, FTIUL

g M IV

Objet: An10038SFs - Role of omega-3 fatty acid dietary deficiency during the perinatal period on food
motivation and dopamine tone in the offspring
{Modification 1 au renouvellement 2)

Bonjour

Nous vous informons par la présente que votre demande de modification au protocole ci haut
référencé a été soumise au sous-comité du CIPA et a été approuvée en date du 3 juin 2013 par le
comité d’éthique. A cet effet, vous recevrez loriginal signé de votre protocole par courrier aprés la
prochaine rencontre du CIPA

Nous vous rappelons qu'il est de votre responsabilité de transmettre les informations du protocole a
tous les utilisateurs. Nous espérons que vous obtiendrez les résultats escomptés dans votre projet et
yous priens de croire, , en l'expression de nos salutations distinguées. En outre, le CIPA
tient 4 vous rappeler que si vous employez des drogues contrélées, la demande de permis doit &tre
faite a chaque année auprés de Santé Canada.

Le président du CIPA
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