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RESUME

Le présente travail consiste en une ¢valuation de I’efficacité du traitement
avant congélation de la semence canine par le cholestérol, la vitamine E et les cyclo

dextrines au moyen de I"analyse des paramétres de mobilité par systeme informatique

apres réanimation.

Trois traitements différents ont été évalués & savoir le cholestérol inclus au
cyclodextrines (Test4 : CLC), la vitamine E incluse au cyclodextrine (Test 5 : CD-

VitE) et I’association des deux complexes d’inclusion précédents (Test 6 : CLC+CD-
VitE).

Les résultats ont montré que :

° Le traitement avant congélation de la semence canine avec le cholestérol
complexé au cyclo dextrines (CLC) a la concentration de 5 mg/100 x 10° Spz
améliore de fagon statistiquement significative les paramétres de mobilité de Ia

semence canine réanimée par rapport au contrdle.

® Le traitement avant congélation de la semence canine avec de la vitamine E (-
tocophérol) complexée pour la premiere fois aux cyclo dextrines (a la
concentration de 0.1mM) améliore de fagon statistiquement significative les

parametres de mobilité de la semence canine réanimée par rapport au contréle.

® L’association des deux complexes d’inclusion (CLC + CD-VitE) améliore les
paramétres de mobilité de la semence canine réanimée de fagon statistiquement

significative par rapport au contrdle au aussi par rapport au traitement

individuel par I’un ou ’autre des deux complexes d’inclusion cités ci-dessus,

Mots-clés : Semence canine — Congélation — Traitement — Cyclo-dextrines —
Cholestérol — Vitamine E — Analyseur informatique.



ABSTRACT

The present work consist of an efficacy evaluation of pre-freezing treatment of
dog sperm with cholesterol, vitamin E and cyclodextrins by the mean of analysis of

motility parameters performed with CASA (Computerized Aided Sperm Analysis)
after thawing.

Three treatments have been evaluated: cyclodextrin pre-loaded with
cholesterol (Test4 : CLC), cyclodextrins preloaded with vitamin E (Test 5 - CD-VitE)

and the association of both previously mentioned inclusion complexes (Test 6 :
CLC+CD-VitE).

Results showed that -

® Treating the dog semen before freezing with S mg / 100 x 10° spz of
Cyclodextrins pre-loaded with cholesterol “CLC” improved the motility

parameters of thawed semen in a way statistically significant compared to

control.

® Treating the dog semen before freezing with 0.1 mM of Vitamin E pre-loaded
to Cyclodextrins improved the motility parameters of thawed semen in a way

statistically significant compared to control.

® Association of both inclusion complexes (CLC + CD-VitE) at half
concentration improved the motility parameters of thawed semen in a way
statistically significant compared to control and also compared to individual

treatment by previously mentioned complexes.

Key-words : Semence canine — Congélation — Traitement — Cyclo-dextrines —
Cholestérol — Vitamine E — Analyseur informatique.
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INTRODUCTION

Avec I’avénement des techniques de reproduction assistée chez les carnivores
domestiques et sauvages, la conservation de la semence est devenue une technique importante
employée abondamment pour franchir les limitations de Ia reproduction naturelle et surmonter
les problemes d’infertilité chez le male. C’est aussi une méthode pour une large diffusion des
genes a partir des méles reproducteurs de haute valeur geénétique et également de préservation

des especes menacées d’extinction.

Le métabolisme normal du spermatozoide produit en faibles quantités des espéces
oxygenées réactives (EOR) ou (ROS) appelées aussi radicaux libres pouvant étre toxiques
pour la cellule dont essentiellement I’anion superoxide, 1’hydropéroxyl et I’hydroxyl. Le
spermatozoide dispose de plusieurs systémes antioxydants de défense maintenant la balance
en €quilibre entre la production et la réduction de ces produits toxiques. Une faible quantité de

ces especes oxygénées réactives est nécessaire pour que le spermatozoide acquiére la capacité

de fertiliser I’ovocyte.

Les procédés de conservation de la semence canine exacerbent d’une part la
production des radicaux libres et compromettent d’autre part les systémes antioxydants
physiologiques du sperme (enzymatique et non-enzymatique). Ce stress oxydant qui en
résulte a un effet délétére sur la qualité du sperme conserveé compromettant ainsi son pouvoir
fertilisant et sa capacité de développement apres fertilisation. L’addition d’antioxydants dans
le dilueur est une alternative qui limite le stress oxydant et protége le spermatozoide pendant

la conservation.

La vitamine E (a-tocophérol) est un antioxydant puissant capable de neutraliser en
toute efficience le peroxyl et d’autres radicaux libres dérivés des lipides impliqués dans les
réactions de propagation de la peroxydation des lipides. Ainsi, la vit E est ’un des plus

puissants antioxydants qui donnent fin 2 la propagation de la peroxydation des lipides (26).

En plus du probleme de stress oxydant, la stabilité de la membrane plasmique du
spermatozoide semble étre une condition sine qanun au succes de ces procédés de
conservation de la semence canine. En effet, les procédés de conservation et notamment les
cycles de congélation-décongélation provoquent des changements dans I’architecture de la
membrane plasmique des spermatozoides capables d’affecter la fonctionnalité de certaines
protéines membranaires. La déplétion de ces derniéres peut compromettre la progression

12



adéquate du spermatozoide dans le tractus femelle et par conséquent sa capacité fertilisante
(26).

Le cholestérol est le composant majeur de la membrane plasmique du spermatozoide
qui a le rdle essentiel dans cette stabilité. Récemment, il a été monté que des niveaux élevés
en cholestérol (CholesteroI-Loaded-Cyclodextrin) introduits dans la membrane plasmique du
spermatozoide bovin avant sa congélation permettent d’améliorer considérablement sa survie

apres décongélation (30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42).

Ainsi, pour prendre en charge le probléme du stress oxydant et celui de la stabilité
membranaire, un traitement avant congelation de la semence canine associant & la fois du
cholestérol et de I’a-tocophérol est envisageable. L’action complémentaire des deux
molécules assurerait une protection du spermatozoide et essentiellement une stabilité de sa
membrane plasmique pendant la conservation. Cependant, ces deux molécules lipophiles ne

sont pas solubles dans le milieu de conservation.

Les Cyclo-dextrines ont des facultés de capter les molécules lipophiles et de les
solubiliser en milieux aqueux par la formation de complexe d’inclusion de ces substances.
Elles vont agir comme un excipient et les molécules complexées comme des principes actifs.
Il est rapporté dans la littérature que ce complexe d’inclusion du cholestérol aux cyclo
dextrines « CLC » est capable d’améliorer la cryosurvie pendent la réfrigération et la
congélation du sperme chez plusieurs especes de mammiféres (30, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41,
42), Cependant, il n’y a pas eu jusqu’aujourd’hui de travaux relatifs a I’effet du cholestérol

« CLC » sur la congélation du sperme canin.

La vitamine E (a-tocophérol) a été rapportée comme I’antioxydant le plus efficace
dans la congélation comme la réfrigération de la semence canine (14, 15). Cependant, aucun

auteur n’a tenté jusque-1a de complexer I"o-tocophérol aux cyclo-dextrines.

Sur la base de tout ce qui précede, le présent travail se base sur 1’idée d’associer dans
le méme traitement précédant la congélation de la semence canine, les deux complexes
d’inclusion (CD-Chl + CD-VitE) de fagon a obtenir une action complémentaire entre le
cholestérol et la vitamine E, ainsi qu’un effet potentialisateur des cyclo-dextrines « CDs ».
Cette nouvelle association des deux complexes d’inclusion devrait donner une meilleure

protection a la semence canine.
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1. La semence canine

La semence canine est un liquide qui contient des spermatozoides (gametes male) et

des sécrétions provenant des glandes sexuelles accessoires. Ces deux secrétions se mélangent

lors de I’éjaculation (2).
1.1. Caractéristiques générales de la semence canine :

L’¢jaculat du chien est un liquide blanchatre, dont volume dépend de la race et de
'individu; il varie d’un & quatre-vingt millilitres (3). 1 se compose de trois fractions qui

différent dans leur origine, leur volume et leur composition.

Tableau n°1 : Description des trois phases de P’éjaculat du chien (4)

ORIGINE ASPECT VOLUME PH COMPOSITION
+ Moins de 3
millions de
PHASE PRE- . 5 . spermatozoides
SPERMATIQUE Prostatique Blanchitre 0.2a2mL 6.2 -6.5
+ Liquide
prostatique

+ Trés riche en

Plus ou spermatozoides
SPEII:I{-I’IA;&’SIEQUE Epididymaire moins | 05a35ml | 63656 o
aiteuse + Sécrétion
épididymaire
+ Trés rare
spermatozoides
PHASE POST- Prostatique Clair 4330 mlet 6.5-7.0
SPERMATIQUE plus + Liquide
prostatique
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1.2. Composition de la semence canine

1.2.1. Le spermatozoide

1.2.1.1. Définition.

Le spermatozoide est le gamete male. Il mesure entre 62 et 66 um; sa queue mesure
55 um. (4). C’est une cellule haploide hautement specialisée, de forme oblongue. 11 présente
plusieurs différences comparant aux cellules somatiques. Par exemple, la teneur en eau des
cellules somatiques est trés &levée 3 celle des spermatozoides. Ceci explique la relative

pauvret€¢ des spermatozoides en cytoplasme et avec le haut degré de condensation de la
chromatine (5).

1.2.1.1. Description du spermatozoide

Figure n° 01 : Représentation Schématique d’un Spermatozoide (d’aprés Adoue [1])

Légende : 1 : téte - 2 : acrosome - 3 - noyau - 4 : centriole - 5 : col - 6 : pi€ce intermédiaire -
7 : mitochondries - 8 : piéce principale - 9 : piéce terminale.

1.2.2. Le liquide séminal

Le liquide séminal représente plus de trois quarts du volume de Iéjaculat. 11 est
secrété par les glandes sexuelles accessoires (prostate et les glandes de littré). Certains
€léments composant le liquide séminal proviennent de 1a fi

d’autres sont produits par les glandes sexuelles ).

ltration du plasma sanguin et

La phase prostatique est Ia phase liquidienne du sperme qui assure les rdles de

véhicule, de protection (action bactériostatique, et contre les ions superoxydes libérés par les
16



spermatozoides mourants), de dilution et enfin de nutrition. La phase urétrale secrétée par les

glandes de Littré qui sont moins développées.

2. Evaluation de la semence canine.

Afin d’estimer la fertilité du male il faut ¢valuer la qualité de la semence (6).
L’évaluation de la semence fraiche renseigne sur le fonctionnement testiculaire et
epididymaire alors que I’évaluation de la semence congelée-réanimée renseigne sur les

dommages subis par les spermatozoides au cours du processus de congélation (7).

Il existe deux niveaux d’évaluation de Ia qualité spermatique & savoir les examens de
premicre intention et les examens de seconde intention. Les premiers sont des tests de routine
ne nécessitant que peu de matériel et qui sont réalisables par le vétérinaire praticien dans son
exercice en clienttle. Les seconds sont des tests plus approfondis et plus appliqués dans

I’étude du sperme, et qui sont réservés aux centres spécialisés.
2.1. Les examens de routine :

Ils sont communément appelés le spermogramme et le spermocytogramme. Ils sont
couramment effectués avant chaque insémination artificielle et avant toute congélation ou

réfrigération de la semence.
2.1.1. Le spermogramme

Le spermogramme est une étude stricte du sperme qui revét le volume, Paspect,
I'odeur, le pH, la mobilité des spermatozoides, le nombre de spermatozoides ainsi que leur
vitalit¢ (4). Dans la section suivante il ne sera fait mention que des éléments les plus

Importants & savoir la mobilité et 1a numération.
2.1.1.1. L’examen microscopique de la mobilité

C’est un examen réalisé sur une platine chauffante (37°C) pour éviter Ie
ralentissement des spermatozoides causé par leur refroidissement. Cette analyse doit étre

effectuée rapidement apres le prélévement.

Il existe deux niveaux d’observation microscopique de la mobilité spermatique, a
savoir la mobilité massale et la mobilité individuelle.
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L’examen de la mobilité massale est I’observation des mouvements de réunions et
de dispersion des spermatozoides sur une goutte de sperme mise sur une lame au

grossissement 10. La notation se fait sur une grille de 0 & 5.

L’examen de la mobilité individuelle est ’observation d’une goutte de sperme
placée entre lame et lamelle au fort grossissement 40 afin d’apprécier la mobilité progressive.
Le but de ce test est de déterminer le pourcentage de spermatozoides mobiles ainsi que la
proportion de spermatozoides fléchants clest-a-dire qui traversent le champ rapidement en
ligne droite. Une semence de bonne qualité comporte 70% de spermatozoides fléchants (4,
11).

L’analyse de la mobilité spermatique par microscopie optique demeure un examen
subjectif, méme si I’erreur est réduite en confiant toujours la lecture au méme opérateur

expérimenté.
2.1.1.2. La numération

La numération est la détermination du nombre de spermatozoides présents dans
I’éjaculat. Le sperme est dilué dans un liquide hypertonique comme le chlorure de sodium &
3% pour immobiliser les spermatozoides, cette dilution est réalisée dans un tube capillaire
gradu¢ (mélangeur de Potain). La dilution est faite par apport a la concentration observée lors

de I’examen microscopique, elle est soit 1/100°™ ou 1/200°™

Les spermatozoides sont dénombrés grice a cellule hématimétrique dite de Thoma
ou de mallassez. Une goutte est déposée entre lame et lamelle et ’observation au
grossissement 40 et les spermatozoides sont dénombrés dans les quatre carrés extérieurs et
dans un des carrés intérieurs. La concentration est donnée par la formule suivante :

Equationl: N=nxVx(1/d)x50000iii
Equation2: N=(moyR1-5)xVx100x250x1000

légende : (N: nombre spz /éjaculat - n : somme R1-5 -V - volume de fraction spermatique(ml) — d : dilution )

2.1.2. Le spermocytogramme :

Il s’agit de I’appréciation de la morphologie des spermatozoides. La lecture
s’effectue sur un frottis coloré. Plusieurs anomalies sont rencontrées et classées en anomalies

de la téte, de la piéce intermédiaire (persistance gouttelette cytoplasmique) et du flagelle. La
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lecture de cent spermatozoides est effectuée au grossissement 40 pour obtenir le pourcentage

de spermatozoides normaux et anormaux dans la semence (13).

Un sperme canin est fécondant lors d’un spermocytogramme n’excédant pas 20 a 30
% de d’anomalies (4). L application de ce seuil est importante lorsque la semence est destinée

a la congélation et doit garder un pouvoir fécondant apres décongélation.

2.2. L’analyse informatique de la semence (CASA : Computerized Assisted Sperm
Analysis):

L’analyseur informatique de la semence ou communément appelé le systéme CASA
est une méthode microphotographique. Il consiste en un dispositif incluant un matériel
d’enregistrement microphotographique et en un support informatique pour la reconstruction et
I’analyse des trajets. Cette technique permet de générer un nombre considérable de
parametres, obtenu grice i I’analyse individuelle de chaque spermatozoide (10). Cette
technique permet donc de réaliser des analyses objectives et précises sur la proportion de

spermatozoides mobiles et leur mouvement (7).

Il calcule plusieurs paramétres de mobilité 3 savoir -

e La motilité totale (TMOT) : Ce paramétre représente le pourcentage des gamétes
qui bougent indépendamment de leur qualit¢ de mouvement par rapport & la
population totale.

® Le pourcentage des spermatozoides progressifs (PMOT) : Ce paramétre inclut
tous les spermatozoides ayant une VAP > 50 um/seconde et une linéarité
(VSL/VAP) supérieure a75%.

* Le pourcentage des spermatozoides statiques : Il représente tous les
spermatozoides qui ne bougent pas pendant Ianalyse.

* les mouvements rapides, moyens et lents des spermatozoides (Speed, Medium et
Slow).

* les différentes vitesses de progression :

v' La “VCL” (Velocity Curvilinear): Cette vitesse prend en considération
la totalit¢ de la distance (point par point) parcourue par le
spermatozoide pour un temps donné.

v' La “VSL” (Velocity Straight line): Cette vitesse prend en considération,
pour un temps donné, les points de départ et d’arrivée su
spermatozoide, indépendamment de son trajet.

v' La “VAP” (Velocity Average Pathway): Cette vitesse correspond a la
VCL, mais apres lissage de son trajet.
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e L’ALH (Amplitude of Lateral Head Displacement) : Ce paramétre correspond a
la distance, en um, balayée par la téte des spermatozoides durant le mouvement
de battement.

e Le “BCF» (Beat Cross Frequency): Il mesure en Hezz la fréquence de
battement de la téte des spermatozoides en mouvement (nombre de battement
par unité de tmeps).

Il s’agit d’'une méthode d’analyse rapide qui permet d’analyser un grand nombre de
spermatozoides en un bref temps. Cependant, ce test nécessite un appareillage couteux réservé

pour les centres spécialisés (17).

Dans Iespéce canine, Giinzel-Appel et al (1993) sont les premiers a évaluer I’intérét
de cet outil dans I’analyse de la semence canine. Selon Iguer-Ouada (2001), quatre études

seulement ont utilisé cet outil entre 1993 et 2001.

En 2001, Iguer-Ouada et Verstegen ont validé pour la premicre le systéme Hamilton
Thorn (HTR-IVOS10) pour ’analyse du sperme canin. Ce systeme a depuis été largement

utilisé dans ’analyse de la semence canine (12).

En 2011, Dorado J et ses collaborateurs ont validé le systeme d’analyse informatique
« SCA : Sperm Class Analyzer - version 3.2.0 fabriqué par Microptic SL, Barcelona, Spain »
pour ’analyse de la semence canine. Ce systéme s’est avéré d’une bonne précision dans
I"analyse du sperme canin 4 condition d’étre utilisé avec les bonnes spécifications techniques

recommandées dans cette étude (8).

3. La cryoconservation de la semence canine

3.1. Définition

La cryoconservation est la conservation 4 une température inférieure 4 -80°C d’une
suspension de cellules aprés leurs préparation. Cette conservation peut-étre dure plusieurs

années et son utilisation aprés réchauffement 4 une température de 37°C (18).

3.2. Objectifs de la cryoconservation
La cryoconservation permet de conservé le génome de spermatozoides pendant des
dizaines d’année sans I’a altéré (18). Elle permet donc de conserver le matériel génétique

d’especes de bonne qualité ou en danger.
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3.3. Le dilueur

3.3.1. Définition

Le dilueur est un milieu spécifique est employé¢ pour diluer la semence et qui protege

les spermatozoides contre les effets déléteres de la congélation.

3.3.2. Role et caractéristique du dilueur (19)
¢ Isotonicité : pour ne pas perturber les conditions osmotiques des spermatozoides.

* PH et pouvoir tampon : pH optimal se situe au niveau de la neutralité, et aussi a un
pouvoir tampon pour éviter [’acidité causée par Pactivitt métabolique des
spermatozoides.

® Pouvoir nutritif : il contient des substances nutritives pour maintenir la survie des
spermatozoides.

® Pouvoir antioxydants : contre les radicaux libres.
® Action stabilisante : comme le j’aune d’ceuf protege les spermatozoides.
® Action protectrice : contre les cristaux formés lors de la conggélation.

e Action antibactérienne : contient des antibiotiques.

3.4. Les étapes de la congélation

3.4.1. Centrifugation
C’est la séparation des spermatozoides au liquide séminal. 11 faut pas qu’étre trop
rapide pour éviter de nuire les spermatozoides. Une centrifugation de : 180xg, 720xg, 1620xg

et 2880xg pendant 5 minutes. Les deux derniéres provoquent une atteinte de I’intégrité

membranaire et la meilleur et 720xg pendant 5 minutes. (20)

3.4.2. La dilution
L’ajout de dilueur et fait 4317°C, et se fait goutte a goutte pour éviter le choc de
spermatozoides. L’ajout de dilueur peut se faire en une seule étape avant I’équilibration ou en

plusieurs étapes. L’ajout de glycérol en une seule ¢tape ou en trois étapes ne donne aucune
différence significative. (1, 21, 22, 23)

3.4.3. L’équilibration
Il s’agit de laisser la semence dans son dilueur 4 une température de 4°C (cette

température est diminué le processus métaboliques préjudiciables aux spermatozoides et
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diminuer la toxicité du glycérol a fort température) pendant un temps assez long, pour que le

glycérol et les constituants du dilueur d’agir sur la semence.

La durée est trés variable d’aprés les auteurs. 1h30 n’a pas mise en évidence de

différence significative avec un temps long (1).

3.4.4. Le conditionnement
C’est de fractionner la semence pour étre facilement utilisable est identifiable. Le

conditionnement se fait soit dans des pastilles ou des paillettes.

3.4.5. La congélation

Elle se réalise en deux étapes, d’abord une ¢tape de refroidissement préalable 4 -
70°C, les paillettes sont déposées sur un portoir a I’intérieur d’une boite de polystyréne dans
les vapeurs d’azote pendant 10 minutes, la 2éme ctape est I’immersion dans I’azote liquide a

-196°C, les paillettes sont plongées dans I’azote liquide.

3.4.6. Le stockage

Les paillettes sont déposées dans des visotubes identifiés. Ces visotubes sont ensuite

stockés dans des containers d’azote.

3.4.7. La décongélation

La déconggélation la plus utilisée est & 37°C. Une étude montre qu’aucune différence
significative n’est observée entre 7.5 secondes a 65°C et 60 secondes 4 37°C, cette étude est
faite par des paillettes de 0.25mL. Adoue(1). Une décongélation a 70°C pendant 8 secondes
donne des meilleurs résultats pour des paillettes de 0.5mL (25).

4. Le traitement de la semence
La cryoconservation de la semence influence considérablement la qualité¢ de la

semence apres décongélation et la dégrade par rapport a la semence fraiche (27). Cette
réduction est le résultat de la diminution de 1a viabilité et le dysfonctionnement de la survie de

spermatozoides apres décongélation (28).

Divers traitements de supplémentation sont rapportés dans la littérature pour la
protection et I'amélioration de la qualité de la semence canine. Les plus importants se

rapportent aux antioxydants pour leur effet contre le stress oxydatif.
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4.1. Effet des antioxydants :

Les radicaux libres « ROS : Reactive oxygen species » libérés a des faibles quantités
par les spermatozoides et les leucocytes dans le liquide séminal Jouent le role de médiateurs
dans le fonctionnement normal du Spermatozoide. Leur libération est exacerbée par le
processus de cryoconservation, et cette augmentation peut-étre responsable d’altérations du
sperme chez les mammiféres (29-31), associée & une diminution de la motilité spermatique,

diminution de la fertilité et Ia capacitation oocyte-spermatozoide.

Les antioxydants peuvent réduire I’impact du stress oxydatif et améliorer la qualité
de la semence aprés décongélation. Les antioxydants ne se limitent pas a I’élimination des

radicaux libres mais jouent un role important dans la fonctionnement physiologique chez les
spermes des mammiferes (29,32-37).

Plusieurs agents antioxydants ont été évalués dans le traitement avant congélation de
semence chez diverses espéces domestiques. La vitamine E, la vitamine C, la catalase, la
taurine, le dimethylsulphoxide, ’hypotaurine et la N-acetylcysteine, sont déja testés in vitro et

in vivo pour le traitement des spermes humain, bovin, porcin, €quin, lapin. (38-44).

Quant au cas particulier de la semence canine, la littérature n’offre que tres peu de
données relatives.

En 2006, une étude a rapporté ’efficacité d’une supplémentation par voie orale de la

vitamine E chez le chien contre le stress oxydatif induit par un traitement 3 Ia dexaméthasone
(45, 46).

Ce n’est qu’en 2008 et en 2009 qu’apparaissent pour la premiére fois deux études sur Deffet
de plusieurs antioxydants dans le traitement de supplémentation des dilueurs de congélation et
de réfrigération de la semence canine, La vitamine E (0. ImM) a donné les meilleurs résultats

dans la congélation et la réfrigération de la semence canine (14, 15).

4.2. Effet du Cholestérol et des Cyclo-dextrines
La cryoconservation présente la disposition de la fertilité du sperme. Cependant le
potentiel de la congelation-décongélation sur la fertilits du sperme est compromis parce qu’il

y a altération de la structure et Ia physiologie de la cellule spermatique (47-49).

La sensibilité du sperme au choc causé par le froid est déterminée par la composition

en phospholipides membranaires et par le ratio cholestérol/phospholipides (50). Le sperme
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qui posséde le ratio cholestérol/phospholipidés « humain, lapin » élevé est plus résistant au

choc par le froid par apport a celui qui contient un ratio bas « €quin, bovin, ovin » (51, 52,
53).

A la température de 37°C, la membrane plasmique est a I’état fluide o les protéines
et les phospholipides peuvent bouger latéralement dans la membrane (53). Quand la
membrane est soumise au froid, elle passe de I’état fluide & ’état solide. Le cholestérol

confére a la membrane plasmique une protection pendant ce changement de phase et renforce
la stabilité de cette membrane (16).

Les cyclo-dextrines sont utilisées pour modifier le contenu du cholestérol de la
membrane cellulaire (54, 55). Les cyclo-dextrines libres (non complexées) ont plutdt tendance
a extraire le cholestérol de la membrane plasmique du spermatozoide. Par contre, quand les
cyclo-dextrines sont complexées au cholestérol sous forme d’un complexe d’inclusion (CLC :
cyclodextrins pre-loaded with cholesterol), elles jouent plutdt un rdle important dans la

solubilisation, le transport et ’insertion du cholestérol au sein de la membrane plasmique du
spermatozoide (24).

Plusieurs observations montrent que ce complexe d’inclusion « CLC » est capable

d’améliorer la cryosurvie du sperme pendant la congelation/décongélation chez certaines
especes mammiferes (56-61).

Pour le cas particulier de la semence canine, la littérature n’offre strictement aucune
donnée sur un éventuel essai dy cholestérol « CLC » dans le traitement de la semence canine.
De plus, a notre connaissance, et en matiére de traitement de la semence avant congélation,

aucune ¢tude n’a eu pour objectif d’étudier ’effet d’'un complexe d’inclusion entres la

vitamine E et les cyclo-dextrines,
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PARTIE EXPERIMENTALE
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INTRODUCTION ET OBJECTIFS

La conservation du sperme est de plus en plus utilisée ces derniers temps avec
"avénement des nouvelles technologies de reproduction assistée chez les canidés domestiques
et sauvages. La reproduction assistée se présente comme solution a divers problémes
d’infertilité chez le male et un outil de promotion de 1’élevage professionnel et de large
diffusion des genes a parti des reproducteurs de haute valeur génétique. Il s’agit également
d’un moyen de préservation des populations canines autochtones et des especes de canidés

sauvages menacees d’extinction.

Les procédés de conservation liquide et de cryoconservation du sperme canin sont &
Porigine d’un stress oxydant additionnel et une instabilité de la membrane plasmique du
spermatozoide, avec un effet délétére sur la qualité de cette semence. Ceci compromet

fortement le succes des techniques de reproduction assistée.

Pour remédier & cette situation et améliorer les résultats de la reproduction assistée
chez cette espéce, plusieurs traitements de supplémentation des milieux de conservation ont

¢té tentés avec des résultats variables.

Ainsi, et pour prendre en charge les deux aspects problématiques de la conservation
du sperme évoqués plus haut, nous envisageons pour la premiére fois, 1’association de I’o-

tocophérol et le cholestérol complexés par inclusion aux cyclodextrines (MBCDs).

Nous recherchons par cette association, une action complémentaire éventuellement
potentialisée par les cyclodextrines (MBCDs) qui jouent le role d’excipient en solubilisant les

deux molécules lipophiles dans le milieu de conservation.
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MATERIELS ET METHODES :

1. Animaux
Trois chiens adultes en bonne santé, de sexe male et de fertilit¢ confirmée ont

participé & la présente étude en tant que donneurs de sperme apres bien sur une période
d’entrainement & la récolte. Ces chiens sont récoltés plusieurs fois avec une période

d’abstinence obligatoire de deux a trois jours entre deux récolte.

2. Récolte et évaluation initiale de Péjaculat :
Les €jaculats sont obtenus par une stimulation manuelle selon la technique décrite

par Christiansen (1984) (62). Plusieurs €jaculats par chien sont collectés durant cette

expérimentation avec une période d’abstinence d’au moins 2 4 3 jours.

Les échantillons sont laissés & température ambiante pendant toute la période
d’évaluation et de traitement jusqu’a la congélation. Pour le contrdle de la mobilité, seul le

volume mis entre lame et lamelle est réchauffé & 37°C sur platine chauffé.

Chaque éjaculat est soumis & une évaluation initiale comportant la numération des
spermatozoides, le contréle de mobilité par méthode subjective et le spermocytogramme
(contrble de la morphologie). Cette évaluation initiale se base sur des critéres d’inclusion
dans D’étude (motilité >70% ; concentration >400 millions spz/ml ; Pourcentage de
spermatozoides normaux morphologiquement >70%), et tout échantillon ne répondant pas a
ces criteres est d’emblée rejeté de I’étude. Ces mémes criteres sont les conditions

généralement admises pour la congélabilité de la semence canine.

La mobilité est évaluée par méthode subjective afin de déterminer la mobilité
massale et le pourcentage des spermatozoides mobiles fléchants. Pour cela, une goutte de
semence est observée directement & la recherche des mouvements de masse (mobilité
massale) ou déposée entre lame et lamelle et observée par un microscope optique a contraste
de phase doté d’une platine chauffée 3 37°C (62).

Un contrdle de motilité de la semence fraiche est effectué sur chaque échantillon par
analyseur informatique (Systéme SCA Microptic SL Bercole, Spain). Ce controle de la
semence a I’état frais ne fait pas partir de 1’évaluation initiale, il sert plutdt & comparer la

motilité€ avant et aprés congélation.
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La numération des spermatozoides est effectuée en utilisant une cellule

hématimétrique de Thoma. Pour ce faire, nous avons dilué 10 UL de semence avec 990 pL

d’une solution de NaCl 4 3 % afin d’obtenir une suspension diluée au 1/ 100¢me. Nous avons

déposé une goutte de cette semence diluée sur la cellule de Thoma et nous avons compté le
nombre de spermatozoides présents dans les 4 carrés extérieurs et dans un des carrés
intérieurs. Nous avons ensuite extrapolé ce nombre a I’éjaculat selon la formule suivante:
Equation] : N=nxVx(1/d)x50000iii
Equation2: N=(moyR 1-5)xVx100x250x1000

légende : (N: nombre spz /€jaculat - n : somme R1-5 -V : volume de fraction
spermatique(ml) — d : dilution )

Le spermocytogramme est effectué en observant cent (100) Spermatozoides sur une

lame de semence colorée par I’éosine-nigrosine qui a déja servi pour le test de vitalité. Nous

avons ainsi déterminé le pourcentage des spermatozoides normaux, et des anormaux en

classifiant les anomalies par anomalies de la téte, de la pidce intermédiaire et du flagelle.

3-Preparation des dilueurs et traitement de la semence :

3.1. Préparation des complexes cyclo dextrines

Complexe CD-chl -

e Peser une masse de 350 mg de chl avec 601mg de MbCD , puis ajouté 50 ml d’éthanol

® Le mélange est mettre sous agitation pendant 2h.

® mettre dans I’étuve pendant 24h, enfin ils ont récupérer les complexe sous forme de

poudre.
Complexe CD-vitE :

® Peser 282,3mg de vit E avec 794,28mg de CD.
® Mettre dans agitation pendant 2h , puis dans I’étuve pendant 48h.

Préparation des milieux expérimentaux de conservation :

CDs Chl Vit E CD-Chl CD-VitE CD-Chl-Vir’
E
355mg+5ml | 20mg+5ml | 1 ,2mg+10ml 54,3mg+5ml 9.2mg Iml de (1)
de tris de TB de trisb de TB(2) +10ml +1,5mITB+(2)
buffer(TB) TB(1)
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La préparation de ces complexes a été faite au niveau du laboratoire de chimie des
procédés a 1’Université de Bejaia. Ils ont &té récupérés sous forme de cristaux et ont été mis
en solution au niveau de notre laboratoire de recherche (LBRA-ISV-Université de BLIDA1)

au debut de notre expérimentation. La solution de traitement a été conservée au réfrigérateur a
4°C.

3.2. Préparation des dilueurs expérimentaux

* CD-CHL complexe (CLC) :

Une solution de travail a été préparée en ajoutant 54,3 mg du complexe CLC 4 5 ml
d’une solution de Tris buffer 3 Ia température ambiante (22°C) et en mixant la solution
brievement en utilisant le vortex puis filtrée en utilisant un filtre-seringue de 24 um de

diamétre.
® CDs - a-tocopherol complexe:

Une solution de travail a été préparée en ajoutant 9,2 mg du complexe CLC a 10 ml
d’une solution de Tris buffer 4 la température ambiante (22°C) et en mix ant la  solution

bricvement en utilisant le vortex puis filtrée en utilisant un filtre-seringue de 24 um de

diamétre.

These working solutions have been stored at 4°C and only the required volume 0,5

ml) for treatment is taken off and put at room temperature before use.
® Association des deux complexes d’inclusion:

L’association des deux complexes est obtenue en mixant 4 moitié volume, les deux

solutions de travail précédemment décrites,

3.3. Traitement de la semence

La semence est centrifugée en 700xg pendant 06 min puis on enléve le Surnageant
selon la méthode de Linde-forsberg (2001) avec une micropipette (68). La fraction riche en
sperme est dilué avec une solution de Tris-base (Tris 3,025 g, Acide citrigue 1, 7g, glucose 1,25g

PéniG 0.1g, DHS 0,1g, eau distillée Jusqu'a 100 mi), pour obtenir une concentration de 400
millions spz/ml.

A partir de cette semence diluée, quatre volumes de 500 ul ont été pipetés dans quatre
tubes d’essai. A chaque tube, on a ajouté 500 pul de la solution de traitement correspondant

29



pour avoir un millilitre de semence traitée et concentrée a 200x10 spz/ml (dilution 1:1). Le 1%
tube sans traitement ajouté, contient tout simplement un dilueur Tris-base et est considéré
comme témoin (Test), le 2°™ avec un dilueur qui contient le CLC (cyclodextrins pre-loaded
with cholesterol) (Test 4), le 3™ dilueur contient la vitamine E complexée aux cyclo-
dextrines (Test 5), le 4™ dilueur (Test6) contient une association des deux complexes

précédents « CLC + Vit E » obtenue en ajoutant % volume de chaque complexe (250ul +
250ul).

Un temps d’incubation de 15 4 30 min est observé pour le traitement. A la fin de
cette incubation, un deuxiéme contréle de motilité par analyseur informatique a été effectué,
puis le dilueur de congélation (Tris 3,025 g, Acide cit 1, 78, Glucose 1,25g PéniG 0.1g, DHS 0,1
g 4mi Glycérol, 20ml de Jaune d’ceuf et Eau distillée 83mi) a été ajouté (1 :1) a chaque tube pour
obtenir une concentration de 200 millions spz/ml. Juste aprés ajout de dilueur de
congélation, les quatre tubes sont mis en équilibration & 4°c pendant deux (02) heures. Au
bout de cette équilibration 4 4°C, un volume de de semence (10ul) est réchauffé a 37°C pour

un contrdle de motilité par analyseur informatique.

4-Technique de congélation et de décongélation :
Les paillettes Frangaises de 0.5ml (Cassou IMV Technologies IMV Aigles France)

sont pré-identifiées et codifies (par marquage indélébile a défaut de couleur) pour
différencier les quatre traitements. Les gobelets et visotubes & utiliser sont identifiés et
codifiés par couleur (quatre couleur pour quatre traitements) avant leur mise en canister dans

le container d’azote.

L’ensemble du matériel de congélation (paillettes de congglation de 0.5ml, rampe,
clayette, poudre de bouchage) est préparé et mis a 4°C deux (02) heures avant son utilisation

afin qu’il soit 4 la méme température que la semence.

A terme des deux heures d’équilibration, la semence est remplie dans des paillettes
de 0,5 ml par aspiration, en prenant soin de chasser une goutte et créer une bulle d’air pour le
bouchage. Chaque tube contenant deux (02) ml de semence permet de remplir quatre (04)
paillettes 0.5ml. Les paillettes sont ensuite obstruées du c6té de leurs extrémités libres a I’aide
d’une poudre de PVC se polymérisant au contact de ’eau, puis placées horizontalement sur

une rampe calibrée par une clayette et laissées encore une demi-heure.
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Le refroidissement et la congélation sont effectuds par méthode archaique au moyen
d’une boite a frigolithe (polystyréne). Le refroidissement qui précede la congélation
proprement dite est effectué en mettant les paillettes dans leur position horizontale (sur la
rampe de congélation) dans la vapeur d’azote & quatre (04) cm au-dessus du niveau liquidien
de ce gaz pendant dix (10) minutes. Au bout de ces dix minutes de refroidissement, Ia

congélation est effectuée par immersion des paillettes dans 1’azote liquide contenu dans Ia

boite de congélation.

Le stockage se fait dans un container d’azote (BT 17 litres a six canisters) jusqu’a
leur déconggélation. Les paillettes congelées sont récupérées dans la boite de congélation et
mises dans les visotubes correspondants (code couleur) au sein du container de stockage. Le
contrble de niveau d’azote est effectué periodiquement et I’appoint du BT de stockage se fait

automatiquement & partir d’un container d’appoint de 60 litres qu’on garde toujours plein

pendant toute I’expérimentation.

La décongélation des paillettes se fait par immersion dans un bain-marie § 37°C
pendant une minute puis le contenu est récupéré dans un tube et laissé pendant 10 minutes 3

37°C avant analyse informatique.

3. Analyse informatique de la semence
Le contréle de la motilité par analyseur informatique a été effectué a quatre niveau

différents & savoir : sperme frais (fresh semen), aprés traitement (post treatment), apres

equilibration (post chilled) et aprés décongélation (post thaw).

Pour I’analyse informatique de Ia sémence, nous avons utilisé ’analyseur SCA de

Microptics qui a été déja validé pour I"analyse de la semence canine (8).

L’analyseur informatique “Sperm Class Analyzer, version vétérinaire 5.4
(SCA®2014, Microptic SL, Barcelona, Spain), déja validé pour I’analyse de la semence
canine (8), a ét¢ utilisé pour évaluer simultanément les différents paramétres de motilité
spermatique. Ce systéme d’analyse intégre un microscope trinoculaire & contraste de phase
negative (Eclipse E200, Nikon, Tokyo, Japan), une double platine chauffée histologique et
microscopique (IMV Technologies), a high-speed digital camera (A312fc, BaslerTM AG,
Ahrensburg, Germany) et un ordinateur de marque ACER (Intel inside®, Pentium® 4) pour

sauvegarder et analyser les données apres acquisition.
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Dans nos expériences, et pour chaque analyse, un volume de 5 ul de semence diluée
est placé sur une cellule Makler (Sefi Medical Instruments Ltd., Haifa, Israel) préchauffée a

(37°C) puis laissé se stabiliser pendant 1 min sur la platine chauffée avant analyse (63).

Les paramétres informatiques de motilité spermatique ont été¢ mesurés par le systéme
SCA dont les cing (05) paramétres étudiés dans notre travail & savoir: curvilinear velocity
(CLV, um/sec): ou vélocité curvilinéaire qui est la vélocité mesuree a travers la trajectoire
réelle décrite point par point par le Spermatozoide, straight line velocity (SLV, um/sec): ou
velocité rectiligne qui est la vélocité mesurée en ligne droite entre e point du début et celui de
la fin de la trajectoire du spermatozoide, average path velocity (APV, um/sec): ou vélocité 3
trajectoire lissée, the mean amplitude of the lateral head displacement (LHD, um): ou
amplitude moyenne des déplacements latéraux de la téte dy spermatozoide, the beat cross

frequency (BCF, Hz): ou la fréquence de croisement entre Ia téte du spermatozoide et la
trajectoire lissée dans les deux directions.

6. Analyse statistique

Les résultats bruts sont générés sur un fichier MicroSoft Excel par I’analyseur
informatique. Ils sont par la suite analysés par le logiciel XLSTAT 2014 (version

d’évaluation) pour appliquer I’analyse de la variance (ANOVA), puis le test de Tukey afin
d’étudier les différences entre les traitements.

L’expérimentation est répétée trois fois et les résultats sont enfin présentés sous

forme de moyennes plus ou moins erreur standard de Ia moyenne (Mean+SEM), et Ia

différence est considéré comme significative si p<0.05.
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RESULTATS

1. Paramétres de vitesse (VCL, VSL, VAP, BCF, ALH)
A. One-Way-Anova + Tukey test

 Curvilinear Velocity (VCL) :
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Figure 01: Representation of VCL means per treatment.

(Test1: Controle — Test2: « CDs » Cyclo dextrines seules — Test3: « CHL » Cholestérol non complexé —
Test4: « CLC » Cholesterol-loaded-cyclodextrins — Test5: “CD-VitE” Vitamine E compléxée aux cyclodextrines — Tests:
“CLC+CD-VitE” Association des deux complexes d’inclusion préécédents)

Table N° 01: Least square means (£SEM) for
post thaw parameters (VCL) of canine semen as

measured by CASA.

Freeze Treatment MeantSEM
CLC+CD-E 20,443+1.40°

CDs 7,10410.42°

CLC 4,366+1.54°

CD-E 4,131+1.38™

CHL 2,828+0.57°

Control 0,240+0.16°

Anova of VCL with Tukey test .

Means within a column with unlike superscripts are different (P<0.05)
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e Straight-line Velocity (VSL) :
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Figure 02: Representation of VSL means per treatment.

(Test1: Controle — Test2: « CDs » Cyclo dextrines seules — Test3: « CHL » Cholestérol non complexé —
Testd: « CLC » Cholesterol-loaded-cyclodextrins — Test5: “CD-VitE” Vitamine E compléxée aux cyclodextrines — Tests:
“CLC+CD-VitE” Association des deux complexes d’inclusion préécédents)

Table N° 02: Least square means (£SEM)
for post thaw parameters (VSL) of canine
semen as measured by CASA.

Freeze Treatment MeantSEM |
CLC+CD-E 10,053+0,4967
CDs 4,648+0,618°
CD-E 1,950+0,955™
CLC 1,2730,927°
CHL 1,142+0,480°
Control 0,009+1,125°
]

Anova of VSL with Tukey test .
Means within a column with unlike superscripts are different (P<0.05)
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e Average-pathway Velocity (VAP) :
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Figure 03: Representation of VAP means per treatment.
(Test1: Contréle — Test2: « CDs » Cyclo dexirines seules — Test3: « CHL » Cholestérol non complexé —
Test4d: « CLC » Cholesterol-loaded-cyclodextrins — Tests: “CD-VitE” Vitamine E compléxée aux cyclodextrines — Tests:
“CLC+CD-VitE” Association des deux complexes d'inclusion préécédents)

Table N° 03: Least square means (£SEM) for post thaw
parameters (VAP) of canine semen as measured by

CASA.

Freeze Treatment Means+SEM
CLC+CD-E 12,153+0,551%
CDs 6,082+0,687°

CD-E 2,419+1,061°

CLC 2,227#1,030°

CHL 1,497+0,534°
Control 0,062+1,250°

Anova of VAP with Tukey test .
Means within a column with unlike superscripts are different (P<0.05)
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2. Paramétres (ALH et BCF) :
* Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH) :
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Figure 04: Representation of ALH means per treatment.

(Test1: Contréle — Test2: « CDs » Cyclo dextrines seules — Test3: « CHL » Cholestérol non complexé —
Testd: « CLC » Cholesterol-loaded-cyclodextrins — Test5: “CD-VitE” Vitamine E compléxée aux cyclodextrines — Test8:
“CLC+CD-VitE” Association des deux complexes d’inclusion préécédents)

Table N° 04: Least square means (£SEM) for post thaw
parameters (ALH) of canine semen as measured by

CASA.
Freeze Treatments MeantSEM
F CLC+CD-E 0,896+0,039°
CDs 0,567+0,049°
CD-E 0,208+0,076°
CLC 0,183+0,074°
CHL 0,141+0,038°
Control 0,021+0,089°

Anova of ALH with Tukey test .
Means within a column with unlike superscripts are different (P<0.05)
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 Beat cross frequency (BCF) :
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Figure 05: Representation of BCF means per treatment.
(Testi: Controle — Test2: « CDs » Cyclo dextrines seules — Test3: « C
Testd: « CLC » Cholesterol-loaded-cyclodextrins — Test5: “CD-Vi

“CLC+CD-VitE” Association des deux complexes d'inclusion préécédents)

Table N° 05: Least square means (+SEM) for post thaw
parameters (BCF) of canine semen as measured by
CASA.

Freeze Treatments MeantSEM

CLC+CD-E 2,752%0,126°
CDs 1,253+0,158°
CD-E 0,512+0,244p°
CLC 0,32140,236°
CHL 0,289+0,123°

~ Control 0,01+0,287°

Anova of BCF with Tukey test .
Means within a column with unlike superscripts are different (P<0.05)

Table N°06: Least square means (xSEM) for post thaw parameters of canine semen as measured by CASA.

HL » Cholestérol non complexé —
tE” Vitamine E compléxée aux cyclodexirines — Test$:

frequency. CASA, Computer-assisted sperm analys

Date are presented as Means+SEM.

Means within a column with different superscripts are significantly different (P<0.05)

VAP, average path wa
is; SEM, standard erro
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Freezing VCL (um/sec) VSL {(um/sec) VAP (um/sec) ALH (um) BCF (Hz)
Treatments
CLC+CD-E 20,4431 40° 10,053+0,496°  12,1530,551° 0,896+0,039°  2752+0,126°
CDs 7,104+0.42° 4,64810,618°  6,082+0,687°  0,567+0 049"  1,253%0,158°
CD-E 4,131+1.38> 1,950£0,955% 2 419%1,061° 0,208+0,076°  0,512+0,244p°
CLC 4,366+1.54° 1,273+0,927°  2227+1.030° 0,183+0,074°  0,3210,236°
CHL 28281057°  1,14210480° | 149740534 0,141+0,038°  0,289:0,123°
Control 0,240£0.16°  0,009+1,125° 0,062+1,250°  0,021+0,089° 0,01+0,287°
VCL, curvilinear velocity; VSL, straight-line velocity;

Y; ALH, Lateral head displacement; BCF. Cross-beat
r of the mean.



DISCUSSION

La cryoconservation expose Ie Sperme au siress mécanique et osmotique qui diminue
la survie de la cellule et altére la fonctionnaljté spermatique et dans le méme sens réduit sa

longévité et sa fertilité comparées a la semence fraiche (41, 64).

Ce traitement avec le froid (-96°C) altére significativement le systeme enzymatique
antioxydant du spermatozoide (systéme SOD SuperOxyde-Dismutase) d’une part et exacerbe
d’autre part la libération des radicaux libres (ROS : Reactive Oxygen Species). Les
spermatozoides sont vulnérables & 1’action des radicaux libres (ROS) & cause de la présence
excessive d’acides gras polyinsaturée. Le résultat de ces modifications est un impact négatif

du stress oxydatif sur le spermatozoide réanimé apres congélation.

Le traitement de la semence canine avec la vitamine E (a-tocophérol) avant
congélation permettrait de protéger le spermatozoide canin contre 1’action du stress oxydatif
en réduisant 1’impact négatif des radicaux libres (ROS) sur les spermatozoides. Dans notre

ctude, nous avons opté pour la vitamine E, car elle est rapportée comme étant I’antioxydant le
plus efficace chez le chien (14, 15).

En effet, nous observons dans nos résultat (Figures et Tableaux n° 1-5) que le dilueur
traité¢ a la vitamine E (Test5 :CD-VitE) améliore significativement (P<0.05) par rapport au
controle (Test 1) tous les cing parametres de mobilité évalués sur le spermatozoide canin
réanimé a savoir (VCL, VSL, VAP, BCF. ALH)

Cet effet protecteur du spermatozoide canin contre le stress oxydatif était attendu, car
le méme effet est rapporté dans la congelation et la réfrigération du sperme canin lors des
travaux de Michael et ses collaborateurs en 2008 et 2009 (14, 15). Avant ces travaux, il

n’existait pas de données dans la littérature sur la supplémentation en vitamine E du dilueur

de conservation de la semence canine.

Une étude antérieure chez le chien a montré que la vitamine E administrée par voie
orale contre balance les effets négatifs induits expérimentalement par un traitement 3 la

dexamethasone sur la qualité spermatique (65).

Le cholestérol diminue la fluidité de 1a membrane avant la phase de transition, par
contre il augmente cette fluidité de la membrane apres transition de la phase fluide 3 la phase
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solide sous I’effet du froid. Cet effet est plus accentué dans une membrane riche en

phospholipides saturés par rapport a celle qui contient plus de phopholipides insaturés (41).

La sensibilité du spermatozoide aux effets déléteres causés par le choc du froid est
déterminée par la composition de la membrane plasmatique en phospholipides et par le ratio
cholestérol/phospholipides (48, 67). Le spermatozoide qui posséde un haut ratio
cholestérol/phospholipides est naturellement plus résistant au choc par le froid par rapport au
sperme qui contient un faible ratio cholestérol/phospholipides (66). Le spermazoide a faible
ratio cholestérol/phospholipides profiterait donc plus du traitement de supplémentation en

cholestérol qu’un spermatozoide  faible ratio cholestérol/phospholipides.

Les cyclo dextrines sont utilisées comme excipient (complexe d’inclusion du
cholestérol au CDs) qui solubilise et vehicule le cholestérol dans le dilueur de congélation
jusqu’a la membrane cytoplasmique du spermatozoide ou le cholestérol est libéré pour

s’incorporer dans cette membrane et augmenter son ratio cholestérol-phospholipide et Ia
rendre plus résistante au choc du froid. Cette action protectrice pourrait améliorer la qualité de

la semence réanimée aprés congélation.

En effet, plusieurs recherches antérieures montrent que le traitement des spermes
€quin, bovin et ovin par le cholestérol (CLC) avant congélation donne une grande cryosurvie

par apport au sperme non traité (13, 33, 34, 35, 36, 39, 40, 41, 42).

Jusqu’a la date d’aujourd’hui, aucune étude n’est disponible dans la littérature sur
I’évaluation de I’efficacité du cholestérol (CLC) dans le dilueur de congeélation de la semence
canine. Notre étude vise 4 ce niveau d’évaluer donc pour la premiére fois I’action du

cholestérol complexé au cyclo dextrines (CLC) sur les paramétres de mobilité du sperme

canin congelé et réanimé.

Nous avons traité le dilueur de congelation avec Smg de CLC par 100 millions
spermatozoide a la température ambiante (22°C) pendant une durée d’incubation oscillant
entre 15 et 30 minutes. La concentration de 5 mg / 100 10° spz s’est avérée la plus adaptée
lors d’une étude préliminaire comparative entre plusieurs concentrations (5mg ver 2.5 mg ver

1.5 mg) non rapportée dans Ie présent travail.

Nous observons dans nos résultats (Voir Figures et Tableaux n° 1- 5) que le
traitement de la semence canine au cholestérol (CLC) & 1a concentration citée ci-dessus et ala

température ambiante (22°C) et pendant une incubation de 15 a30 minutes a permis
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effectivement d’améliorer significativement (P<0.05) par rapport au controle (Test 1) tous les

cinq paramétres de mobilité évalués sur le Spermatozoide canin réanimé & savoir (VCL, VSL,
VAP, BCF, ALH).

Il est & remarquer (Voir Tableau n° 06) que les résultats du traitement au CLC (Test
4) ne différent pas significativement de ceux du traitement a la vitamine E (Test S5) pour les
parametres de mobilité suivants : VAP, ALH et BCF.

Nous observons également que méme si la différence est statistiquement trés faible,
les résultats obtenus par la vitamine E (Test 5: CD-Vit E) sont légerement plus élevés que
ceux associ€s au CLC pour la VSL avec respectivement les valeurs suivantes 1,95010,955 vers
1,273+0,927 um/sec. Par contre, la moyenne de la VCL est plus élevée dans Ie traitement ala
vitamine E (test 5 : cd-Vit E) par rapport au traitement au cholestérol (Test 4 : CLC) avec
respectivement les valeurs suivantes 4,366+1.54 vers 4,131+1.38 um/sec.

L’association des deux traitements (CLC + CD-Vit E) & demi concentration a permis
d’améliorer considérablement et de fagon statistiquement significative (p<0.05) les cing
parametres de mobilité évalués 3 savoir VCL, VSL, VAP, BCF et ALH par rapport au
contrfle avec respectivement les moyennes suivantes 20,443+1.40 ver 0,240+0.16
10,053+0,496 ver 0,009+1,125 : 12,153+0,551 ver 0,062+1,250: 0,896+0,039 ver
0,02120,089 et enfin 2,752+0,126 ver 0,01+0,287.

En plus de la différence au contréle, cette association, et comme attendu, a permis
d’améliorer considérablement et de fagon statistiquement significative (p<0.05) les cing
moyennes ¢valuées (VCL, VSL, VAP, BCF et ALH) par apport aux deux traitements
individuels par le cholestérol (Test 4 : CLC) et par la vitamine E (Test 5: CD-VitE) avec
respectivement les résultats suivants 20,443£1.40 ver 4,366+1.54 ver 4,131+1.38
10,053+0,496 ver 1,273+0,927 ver 1,950+0,955 ; 12,153+0,551 ver 2,227+1,030 ver

2,419+1,061 ; 0,896+0,039 ver 0,183+£0,074 ver 0,208+0,076 et enfin 2,752+0,126 ver
0,321+0,236 ver 0,321+0,236.

Il est & conclure, dans les conditions de cette expérimentation que, le traitement avant
congélation de la semence canine au cholestéro] (CLC) et 4 la vitamine E inclus au cyclo
dextrines améliore les parameétres de mobilité évalués par analyseur informatique du

spermatozoide canin réanimé. L’association des deux complexes d’inclusion assure une

amelioration plus marquée de la mobilité apres décongélation.
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CONCLUSION

Nous concluons de ce travail ce qui suit :

Le traitement avant congélation de la semence canine avec le cholestérol complexé au
cyclo dextrines (CLC) a la concentration de 5 mg/100 x 10° spz améliore de facon

statistiquement significative les paramétres de mobilité de la semence canine réanimée

par rapport au contrdle.

Le traitement avant congélation de la semence canine avec de la vitamine E (o-
tocophérol) complexée pour la premiére fois aux cyclo dextrines (4 la concentration de

0.1ImM) améliore de fagon statistiquement significative les parametres de mobilité de

la semence canine réanimée par rapport au contréle.

L’association des deux complexes d’inclusion (CLC + CD-VitE) améliore les
parametres de mobilité de la semence canine réanimée de fagon statistiquement

significative par rapport au contrdle au aussi par rapport au traitement individuel par

I’un ou I’autre des deux complexes d’inclusion cités ci-dessus.
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