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Résumeé

La cryoconservation du sperme est l'une des procédures les plus importantes dans le
développement des biotechnologies pour la procréation assistée. Chez certains animaux de
ferme, l'utilisation de sperme cryoconservé présente de nombreux avantages dont la pertinence
est devenue plus évidente au cours des derniéres décennies. Cependant, les valeurs de la qualité
du sperme aprés décongélation varient d'une espece a l'autre et chez les individus d'une méme
espéce. Il n'existe pas de méthodologie standardisée pour chacune des étapes de la procédure
de cryoconservation (examen andrologique, recueil de la semence, dilution, centrifugation,
remise en suspension du culot avec le milieu de congélation, conditionnement, congélation et
évaluation du sperme aprés décongélation), ce qui contribue également aux différences parmiles
études. Marqueurs de cryotolérance du sperme et du plasma séminal(SP) ont été évalués pour la
prédiction de la capacité de congélation de I'éjaculat. De plus, dans des recherches antérieures,
I'accent a été mis sur la supplémentation des milieux de cryoconservation avec différentes
substances, telles que des antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Dans la plupart des
études, l'inclusion de ces substances a conduit a une amélioration de la qualité et de la capacité
de fécondation du sperme aprés décongélation en minimisant les effets néfastes sur la structure
et la fonction des spermatozoides. Une autre approche consiste a utiliser
différents cryoprotecteurs . L'objectif de cet article de synthése est de faire le point sur la

cryoconservation du sperme chez le cheval en I’évolution de cette derniére dans le temps.

Mots clés : étalon- cryoconservation- semence - Antioxydants-
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Abstract

Sperm cryopreservation is one of the most important procedures in the development of
biotechnologies for assisted reproduction. In some farm animals, the use of cryopreserved sperm
has many advantages, the relevance of which has become more apparent in recent decades.
However, sperm quality values after thawing vary between species and within individuals of the
same species. There is no standardized methodology for each of the stages of the
cryopreservation procedure (andrological examination, collection of the semen, dilution,
centrifugation, resuspension of the pellet with the freezing medium, conditioning, freezing and
evaluation of the sperm after thawing ), which also contributes to differences among studies.
Sperm and seminal plasma (SP) cryotolerance markers were assessed for the prediction of
ejaculate freezing ability. Additionally, in previous research, emphasis has been placed on
supplementing cryopreservation media with different substances, such as enzymatic and non-
enzymatic antioxidants. In most studies, the inclusion of these substances led to an improvement
in the quality and fertilization capacity of sperm after thawing by minimizing adverse effects on
sperm structure and function. Another approach is to use different cryoprotectants. The objective

of this review article is to review sperm cryopreservation in horses as it evolves over time.

Key words: stallion- cryopreservation- semen- Antioxidants
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Introduction

L'utilisation du sperme d'étalons congelés pour l'insémination artificielle est en
augmentation dans la filiere équine. Cette technologie est d'une grande importance pour
I'élevage équin, car elle permet le stockage et le transport a long terme de la semence
(indépendamment du lieu et de la disponibilité des étalons), permet de conserver la
semence d'animaux génétiguement supérieurs et permet le développement d'un
programme d'élevage réussi, ainsi que de contréler ou d'éradiquer les maladies
vénériennes et autres maladies infectieuses.

Peut-étre |'un des principaux avantages est la disponibilité de semence congelée est que
les éleveurs peuvent plus facilement inséminer une jument au moment optimal de
reproduction au lieu de dépendre de la disponibilité de semence d'étalon. En outre, la
cryoconservation est une approche slre pour stocker les gametes, soutenant la
conservation des biodiversité et protection des espéces menacées.

Malheureusement, le pouvoir fécondant des spermatozoides d'étalons cryoconservés est
généralement considérée comme inférieure a celle de certaines autres espeéces
domestiques, en particulier celle des bovins laitiers, ainsi qu'il existe une variabilité
interindividuelle dans la cryoconservation de leur semence. La raison de cette réduction de
la fertilité est probablement due au fait que les étalons sont sélectionnés pour leur record
de performance, pedigree et caractéristiques de conformation, plutot pour leur fertilité [1].
On suppose généralement que 40 a 50 % des spermatozoides ne survivent pas au processus
de congélation et de décongélation [2]. Aussi, bien que le succes de la cryoconservation
chez I'étalons est inférieur a celui des autres animaux de la ferme, il existe de faibles
corrélations entre la motilité du sperme et la fertilité (35-40%), comme également observé
chez d'autres espéces domestiques [3].

La technologie de cryoconservation est encore a un niveau de développement sous-optimal
et cause d'importants dommages cryogéniques chimiques et physiques (létaux ou
sublétaux) a l'intégrité structurelle, a la biochimie et a la biophysique des spermatozoides.
Un certain nombre de facteurs liés a la cryo-lésion ont été caractérisés : transitions de phase

dans le plasmalemme, stress oxydatif, changements de type apoptotique, changements de



type capacitation et stress mécanique sur les membranes cellulaires di au stress osmotique
et aux changements de température pendant le processus de congélation et décongélation,
contribuant a la mort des spermatozoides ou, s'ils survivent, a leur pouvoir fécondant réduit
[4; 5; 6]. Le succes de la cryoconservation de la semence d'étalon a été trés variable.
Plusieurs régimes de congélation différents avec de nouveaux protocoles et dilueurs ont été
congus et publiés pour améliorer la qualité de la semence équine aprés décongélation ;
cependant, aucun protocole idéal pour tous les cas n'existe. La complexité de la biologie
des spermatozoides est considérée comme un facteur important lors du développement
d'améliorations dans la cryoconservation du sperme d'étalon. On peut supposer que
I'altération de la fonction cellulaire résultant d'un choc d( au froid, d'un choc osmotique et
d'un stress oxydatif est la principale source de sensibilité du sperme d'étalon aux
procédures de congélation conventionnelles. Ainsi, afin d'obtenir des taux de survie accrus
apreés la cryoconservation, les méthodes de cryoconservation doivent étre améliorées.

L'objectif de mémoire est de décrire les parameétres qui jouent un réle important dans la

cryopréservation de la semence équine.



Chapitre : les Cryo protecteurs & cryoconservation
de la semence équine

1. Histoire et présent de la cryoconservation de sperme équin

Les premiéres cellules de mammiféres a étre cryopréservées avec succes ont été les spermatozoides
a-79 °C [7], démontrant les propriétés cryoprotectrices du glycérol. Et la premiére naissance d'un
poulain d'une jument inséminée avec de la semence cryoconservée a eu lieu en 1957 [8]. Depuis, la
cryoconservation des spermatozoides et son utilisation pour l'insémination artificielle ont pris une
grande importance importance pour l'industrie de I'élevage équin; cependant, ce n'est pas encore une
technologie établie.

L'un des défis pour ceux qui tentent de cryoconserver les spermatozoides d'étalons est de traiter avec
la variabilité interindividuelle des étalons dans la cryosurvie de leur semence. Tel la variabilité est le
plus souvent attribuée au fait que la plupart des étalons ont été sélectionnés pour leurs performances
et leur phénotype, et non pour la qualité du sperme.

Les étalons ont montré un degré particuliérement élevé de variation individuelle en ce qui concerne la
cryosurvie de leur sperme. Il a été estimé que 20 % des étalons produisent de la semence qui se
congele bien, 60 % congélent de maniére acceptable et 20 % gelent mal. Des étalons qui sont de
maniére satisfaisante fertile dans des conditions de terrain normales peuvent produire du sperme qui,
aprés congélation et décongélation, produit des taux de gestations trés faibles [4]. Seuls 30 a 40 %
des étalons produisent une semence constamment apte a la cryoconservation avec des résultats de
gestation acceptables aprés IA, et une variation constante de la capacité de congélation du sperme a
également été observée parmi les races [9; 10; 11].

capable d'appliquer des tests de la fonction du sperme avant et aprés la congélation qui correspondent
bien a la congélation du sperme ou a la fertilité de I'étalon [12 ; 13]. Le processus de cryoconservation
des spermatozoides provoque des dommages non létaux et altere la membrane plasmique des
spermatozoides d'une maniére qui, a certains moments, ressemble aux changements au cours de la
capacitation des spermatozoides [24], en raison des effets néfastes du stress osmotique et oxydatif et
des changements de température auxquels les spermatozoides sont exposés. au cours de ce
processus [15]. En conséquence, la fertilité apres insémination artificielle avec de la semence congelée
est plus faible qu'avec de la semence fraiche chez la plupart des espéces, ce qui ne peut étre que

partiellement compensé par l'insémination d'un plus grand nombre de spermatozoides vivants [14].



1. 1. Concepts généraux de la semence équine

Les étalons sont un excellent exemple de la nature dépendante de l'espéce de la reproduction
masculine. En général, les paramétres du sperme des étalons sont trés différents de ceux des autres
especes de mammiféres.

Cela commence par le processus de spermatogenése (la création de spermatozoides de
spermatogonium), qui prend en moyenne 60 journées. Ce processus aboutit a des spermatozoides
qui ont généralement une morphologie différente, des motilités plus faibles et une coiffe acrosomique
plus délicate que les autres especes domestiquées.

De plus, la production de sperme chez I'étalon est influencée par la saisonnalité de la femelle. En
regardant les paramétres individuels du sperme, les étalons produisent un éjaculat de 25mL a 60mL,
beaucoup plus grand que celui des autres espéces.

Alors que la forme morphologique d'un spermatozoide équin suit la méme forme générale : calotte
acrosomique en forme de croissant, téte arrondie, cou, piece médiane, queue et embout, sa téte a
tendance a étre plus symétrique que les autres espéces domestiquées, ce qui la rend plus similaire au
sperme humain.

De plus, contrairement a d'autres espéces domestiquées, les autres paramétres du sperme
comprennent : le nombre, la motilité et la progression vers l'avant varient largement entre les étalons
individuels, car les animaux sont sélectionnés davantage pour traits de performance ou préférences
personnelles plutét que reproductifs potentiel.

Enfin le dernier paramétre est la coiffe acrosomique, qui a trois classifications : intacte, partiellement
intacte et non intacte ; le maintien de l'intégrité de cette membrane étant vital pour maintenir sa capacité
fertilisante. En général, I'évaluation de la qualité du sperme inclut sa capacité fonctionnelle qui est
déterminée par plusieurs facteurs [16].

De nombreuses études ont corrélé la morphologie et la motilité des spermatozoides frais avec leur
fécondation aptitude.

Cependant, il existe des données qui démontrent que la motilité aprés décongélation du sperme
d'étalon cryoconservé seul est un mauvais prédicteur de la fertilité de I'échantillon ; suggérant que la
fertilité post--dégel des équidés le sperme peut étre affecté par une variété de facteurs qui peuvent ou

peut ne pas avoir d'impact sur la motilité de I'échantillon [16].



Un autre obstacle que possédent les spermatozoides des étalons est une couche de plasma séminal,
qui est fermement attaché et peut étre retiré pendant capacité [17].

De plus, la motilité du sperme frais différe grandement de celle du sperme congelé. Avec de la semence
fraiche, on s'attend a des pourcentages beaucoup plus élevés puisqu'il n'y a pas de cryolésions
superposees.

Alors qu'avec le surgelé I'industrie accepte 30%, puisqu'il doit y avoir responsabilité en cas de perte
par cryoblessure.

Les chevaux sont généralement classés comme reproducteurs de longue journée, ce qui signifie qu'ils
anticipent physiologiquement la saison des amours, qui, dans I'némisphére nord, commence en février
et peut se terminer jusqu'en septembre.

Il convient de noter que les étalons ne sont pas eux-mémes considérés comme des reproducteurs
saisonniers, mais il existe des différences saisonniéres dans le sperme [16] et des différences claires
dans les concentrations hormonales.

Les rythmes circannuels sont suggérés comme un facteur de différence observé dans la structure et
Iintégrité fonctionnelle de I'acrosome et du plasma membranaire tout au long de I'année.

On pense que cela est di aux changements hormonaux dans le plasma séminal, en particulier a la
baisse de la testostérone sérique [18] ; qui provoquent une fluctuation de la composition du plasma
séminal [16,19] et une diminution de la taille des testicules [18].

Cependant, des études convenant que la membrane des spermatozoides est compromise pendant la
PC quelle que soit la saison [18], et que I'élimination du plasma séminal est vitale car il s'est avéré
presque impossible de congeler la semence équine autrement [17].

Méme si |'étalon n'est peut-étre pas considéré comme saisonnier, un test complet des concentrations
d'hormones sexuelles chez les animaux du nord hémisphere, a démontré de maniere concluante un
schéma clair de saisonnalité ; avec une hausse commencant en février, plafonnant en avril et mai, et
chutant d'octobre a janvier [19], puis le cycle se répéte.

Les différences hormonales peuvent entrainer des différences de morphologie, réactivité acrosomique,
ainsi que des pourcentages de motilité [16] chez animaux individuels, mais les effets ne sont pas
universels.

Grande variation hormonale et morphologique parmi les étalons ainsi qu'au sein des étalons [18] a été
montré. Par exemple, une étude récente en Suisse a suggéré qu'il n'est pas une différence

morphologique entre les saisons [18].



Spermatozoides normaux avec des pourcentages morphologiques appropriés impliquent qu'il y a plus
de vitalité et de stabilité.

Cependant, une autre étude a démontré que les spermatozoides congelés subissent des réactions
acrosomiques spontanées plus élevées pendant I'hiver [16].

Pensées initiales que la saison de reproduction était révélatrice d'une augmentation de la production
de spermatozoides et des concentrations de gonadotrophines, I'estostérone et les cestrogénes [19],
mais des découvertes récentes ont montré que seuls les paramétres séminaux ont un effet sur la
motilité.

Cette connaissance a conduit a la supposition que la germination testiculaire les fonctions sont plus
affectées par le systeme endocrinien que par saisons [19] qui serait en corrélation avec les conditions
sous-optimales en dehors de la saison de reproduction entrainant une modification de la qualité du
sperme[16].

L'année 1957 a été déterminante pour la CP de semence équine, en tant que Canadiens, Barker et
Gandier ont rapporté le premier poulinage avec de ['épididyme congelé spermatozoides [17],
démontrant que I'utilisation de la technique était possible chez le cheval.

Cependant, ce succés précoce n'a pas conduit a une utilisation généralisée de la technique comme
elle I'a fait dans d'autres industries, en raison de la nature unique de semence équine.

En fin de compte, non seulement la spécificité de I'espéce jouera un grand rble, mais la composition
chimique corporelle de chaque individu peut avoir un impact le processus aussi.

La semence équine cryoconservée fait face a des différences dans au moins deux domaines : les
composants physiologiques et biochimiques des spermatozoides eux-mémes, et les variations de
I'anatomie et de la physiologie des spermatozoides transport dans les voies génitales féminines [20].
Actuellement, les étalons ne correspondent généralement pas aux protocoles des programmes de
congélation en raison de la qualité insatisfaisante du sperme aprés décongélation et des taux de fertilité
[21].

Les différences quantitatives observées dans le nombre requis de spermatozoides nécessaires a
linsémination entre les espéces sont un élément trés important lorsque I'on examine la fertilité
potentielle du sperme cryoconservé [20], et s'il y a un plus grand nombre de spermatozoides
nécessaires a l'insémination, cela signifie qu'il peut y avoir moins tolérance aux mauvais congélateurs

[20] et faibles taux de survie.



Chez le cheval, le nombre de spermatozoides viables acceptés pour l'insémination est plus individu-
dépendant que chez les autres especes [20]. Des études ont constamment montré que les
spermatozoides CP manquaient de motilité, de viabilité et de membranes intactes par rapport a ceux
du sperme frais [18]. Par conséquent, chez le cheval, le développement de procédures de congélation
réussies impliquera plus que l'identification ou 'application de nouveaux CPO et additifs [20].

La motilité reste un critere majeur utilisé pour déterminer le succes ou I'échec d'une nouvelle procédure
de congélation [17], mais cela est contradictoire puisque la motilité n'est pas corrélée positivement
avec la fertilité future de I'échantillon. Au contraire, la définition classique d'un « spermatozoide
conservé avec succés» exige qu'il ait la capacité de féconder un ovocyte et de produire un embryon
viable via I'lA [17].

Selon cette définition, les spermatozoides congelés/décongelés doivent pouvoir subir une
capacitation, I'activation des enzymes dans la coiffe acrosomique (pendant qu'ils se trouvent dans le
tractus féminin), ce qui permet au spermatozoide de pénétrer a travers la zone pellucide et de féconder
l'ovocyte. Le sperme d'étalon cryoconservé présente un degré élevé de variabilité méale--male en ce
qui concerne la viabilité cellulaire aprés décongélation [21].

Afin de classer de maniére adéquate la qualité de la semence congelée, il faut comprendre la
classification relative d'un congélateur « bon » ou « mauvais ». Ces concepts sont basés sur les
caractéristiques de motilité aprés décongélation, y compris les pourcentages de spermatozoides
progressivement mobiles et le taux de vitesse [21]. Tischner a prouvé que seulement 20 % environ
des étalons présentent une « bonne » capacité de congélation du sperme avec des paramétres de
plus de 40 % de spermatozoides & motilité progressive aprés décongélation [21, 22]. Etalons de
congélation "passable” aprés décongélation avec une motilité de 60 % et une plage de moatilité
progressive de 20 a 40 % [21, 22]. Le sperme de « mauvaise » qualité a une survie < 20 %, avec un

taux de motilité progressive aprés décongélation inférieur a 20 % [21, 22].

1.1.2. Protocoles de congélation actuels pour la semence d'étalon

Les protocoles actuels de congélation de la semence d'étalons et les instructions d'insémination des
juments avec de la semence congelée-décongelée sont loin d'étre normalisées en comparant les
protocoles de différents pays (pour revue [16]). Les méthodes de congélation de la semence d'étalon
impliquent une procédure de dilution en deux étapes dans laquelle la semence est d'abord diluée avec
un diluant primaire, centrifugée puis diluée une seconde fois avant d'étre congelée dans un diluant

contenant un cryoprotecteur. Afin d'obtenir une meilleure qualité de sperme d'étalon aprés



déconggélation, la cryoconservation doit se faire en dehors de la saison de reproduction [17]. Les haras
doivent prendre en considération de nombreuses questions pratiques (par exemple, le repos sexuel,
les caractéristiques individuelles des étalons et les conditions d'hygiéne) qui précédent la campagne
de congélation. Aprés un long repos sexuel, les réserves de sperme extragonadiques doivent étre
épuisées par des collectes répétées jusqu'a ce qu'une bonne qualité de sperme soit établie. Pour la
préparation de la semence congelée, il serait préférable de faire en sorte que l'intervalle de collecte de
la semence soit d'au moins 48 h, bien que cela doive étre adapté a chaque étalon [18]. Le prélévement
de sperme doit étre réalisé selon une technique adaptée (type vagin artificiel,

Par conséquent, la motilité¢ du sperme apres décongélation et les taux de gestation peuvent varier
considérablement d'un étalon & l'autre. Les mécanismes sous-jacents aux différences de
cryosensibilité entre les différents individus doivent encore étre élucidés. Ces différences pourraient
étre d'origine génétique, et la

la sélection génétique des étalons pour une congélation réussie pourrait étre une possibilité. D'autre
part, la différence pourrait étre non génétique et a cet égard il serait particulierement souhaitable d'étre
lubricant, collector) and a fixed time interval between collections to minimize intra-individual differences
between ejaculates.

After semen collection, the gelatinous portion is removed by filtration, and then the semen is diluted
and centrifuged to remove the seminal plasma. The first dilution employs either saline/sugar or skim
milk extenders used to dilute fresh semen in a rate 1:1 or the semen is diluted to a concentration of
2150 million spermatozoa per ml [4]. The success of centrifugation depends on duration (10-15 minutes)
and force (350-700 x g) [19]. To increase sperm recovery, the use of high-speed/time centrifugation
(20 minutes, 1000 x g) through a liquid cushion has been introduced into laboratory practice [20], with
no detrimental effect on fertility [21]. Regarding seminal plasma, Moore et al [22] demonstrated their
deleterious effect on stallion spermatozoa during cryopreservation; however, retention of 5-20% of
seminal plasma in the suspension after centrifugation has been considered to be essential for
cryosurvival [23].

Most cells are lethally damaged during the freezing and warming processes of cryopreservation in the
absence of protective agents. Therefore, in order to minimize damage due to freezing and thawing,
cryoprotective agents are added to the extender in which sperm are cryopreserved. Freezing extenders
used for cryopreservation of stallion sperm typically include skim milk, egg yolk and glycerol as
cryoprotective agents. Cryoprotectants play a role in affecting ice formation, minimizing exposure to



osmotic stress, preserving biomolecular and cellular structures, and limiting the damaging reactions of
reactive oxygen species [15; 24; 25]. The effectiveness of a given cryoprotective agent for a given cell
type usually depends on the permeability of the cell membrane for the solute and the toxicity of the
solute [14].

Glycerol has been the major penetrating cryoprotectant routinely used to freeze stallion semen at a
concentration of 2.5-5% [26]. In the presence of this cryoprotectant, the point ou la concentration totale
de soluté (glycérol et autres solutés) devient suffisamment élevée

pour arréter la formation de glace, est atteint a une concentration en sel plus faible qu'en l'absence de
cryoprotecteur. Par conséquent, la taille de la fraction non congelée sera plus grande et le degré de le
rétrécissement des cellules sera limité [27]. Le glycérol est un agent cryoprotecteur qui peut traverser
membranes cellulaires. Le glycérol et 'eau peuvent interagir 'un avec |'autre via une liaison hydrogéne
interactions [28], ce qui a pour effet d'abaisser la température a laquelle se produit la formation de
glace.

Cela facilite un temps plus long pour que la cellule réponde osmotiquement. De plus, le glycérol est
décrit pour former des liaisons hydrogéne avec les groupes de téte phospholipidiques membranaires
lors élimination de I'eau, censée stabiliser les membranes [29]. Le gel bien tassé phase qui se forme
lors de la formation de glace extracellulaire indique cependant que les cryoprotecteurs

ne remplacent pas les molécules d'eau interagissant avec les tétes phospholipidiques ni ne facilitent
le piegeage de I'eau autour des tétes phospholipidiques a I'état congelé [30 ; 31]. Il a été rapporté que
d'autres cryoprotecteurs tels que le diméthylsulfoxyde, I'éthyléne glycol, le méthylformamide ou le
diméthylformamide, peuvent donner des résultats similaires voire supérieurs [9 ; 26]. Le jaune d'oeufs
frais de poulet ou de canard a une concentration de 10 a 20% v: v est resté la source préférée de
protéines dans le mélange de congélation. Des sucres (généralement une combinaison de fructose et
de glucose, alternativement du raffinose ou du tréhalose) sont souvent ajoutés aux milieux qui agissent
comme des cryoprotecteurs non pénétrants [26].

Les prolongateurs de congélation pour le sperme ont plusieurs fonctions. Ils doivent protéger les
spermatozoides de tout dommage qui pourrait diminuer la capacité fécondante des spermatozoides.
Ils peuvent avoir besoin de fournir de I'énergie pour le métabolisme des cellules. Enfin, il augmente le
volume total d'une dose de sperme a un niveau utilisable et pratique [14]. De plus, la composition du
prolongateur de congélation peut influencer la durée de la phase de refroidissement nécessaire avant

la congélation. Les comparaisons entre les prolongateurs de congélation des étalons sont mal



documentées [32]. Il a également été rapporté que le prolongateur de sperme le plus efficace pour un
étalon n'est pas nécessairement le plus efficace pour un autre [16].

Une grande variété d'extendeurs associant divers composants (sucres, électrolytes, tampons, jaune
d'ceuf, lait et produits laitiers), ont été proposés et utilisés pour allonger le sperme [32 ; 34-37].

Les micelles de caséine et le lactose ont été décrits comme des composants protecteurs du lait,
agissant de la méme maniére que les protéines liant les lipides [38]. Le lait et les diluants a base de
lait sont connus pour étre pratiques et efficaces pour protéger les spermatozoides. Le jaune d'ceuf
contient des lipoprotéines de basse densité

qui sont décrits comme responsables de l'action cryoprotectrice du jaune d'ceuf. Ces protéines peuvent
séquestrer les protéines de liaison aux lipides présentes dans le plasma séminal pour empécher ['efflux
de cholestérol et de phospholipides et la déstabilisation conséquente de la membrane du sperme [38].
De plus, le jaune d'ceuf est décrit comme ayant des propriétés de piégeage des radicaux libres [39].
Ensuite, la semence centrifugée et étendue est couramment conditionnée pour étre congelée dans
des pailles frangaises de 0,5 mL, refroidies a 4°C avant d'étre congelées dans de la vapeur d'azote
liquide en suspendant le rack de pailles pré-remplies a quelques centimetres au-dessus de l'azote
liquide dans un congélateur spécialement adapté. bain, ou dans une machine de congélation
automatisée contrdlée par ordinateur [37]. Selon la méthode de traitement et de stockage, plusieurs
auteurs [40-42] ont rapporté que la congélation optimale le débit pour la semence d'étalon peut varier
entre 20 °C et 100 °C/min.

Certaines méthodes alternatives telles que la technique de congélation unique (UFT) [43; 44],
congélateurs ultra-basse température [45], technologie « Multi-Thermal-Gradient » (MTG) [46 ; 47] ont
également été utilisés et ont montré des résultats comparables a ceux de la méthodologie
conventionnelle a base d'azote liquide.

Dans la congélation directionnelle, aprés une étape initiale d'ensemencement, I'‘échantillon de sperme
est avancé a une vitesse constante a travers un gradient de température linéaire. De cette maniére, la
propagation des cristaux de glace peut étre controlée afin d'optimiser la morphologie des cristaux,
d'obtenir un ensemencement continu et une vitesse de refroidissement homogéne tout au long du
processus de congélation [46 ; 47]. Ces techniques peuvent convenir pour remplacer la méthode
traditionnelle.

Par la suite, les pailles sont stockées dans de I'azote liquide (- 196°C) pour étre décongelées au

moment de l'insémination de la jument. Le sperme congelé-décongelé doit survivre aux rigueurs du
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gel processus décongelé et répondre aux exigences de la fertilisation. En pratique, la filiere équine
utilise 2 principaux taux de décongélation. Le taux de décongélation le plus populaire, 37 °C pendant
30 secondes, provient des premiéres études sur les bovins et est utilisé par les éleveurs de chevaux
et les chercheurs. Le taux de décongélation de 75 °C pendant 7 secondes suivi d'une immersion a
court terme dans un bain-marie a 37 °C a suscité un intérét et a été noté pour améliorer la motilité, la
viabilité et la capacitation prématurée des spermatozoides, mais n'est pas encore souvent pratiqué
[48].

1.1.3. Déterminants cryobiologiques de la fonction spermatique équine

Pour un protocole de congélation/décongélation réussi, la cryoconservation des spermatozoides
équins doit étre effectuée dans certaines conditions physiques et biologiques, car : (1) les
spermatozoides doivent étre congelés de maniére & ce que peu ou pas de leur eau géle de maniére
intracellulaire et ils doivent étre réchauffé de telle maniere que toute eau intracellulaire non gelée reste
non gelée pendant le réchauffement ; (2) la plupart des spermatozoides ne survivront que si des
concentrations substantielles d'agents cryoprotecteurs sont présentes et que le soluté s'infiltre. Ces
agents cryoprotecteurs doivent étre introduits avant congélation et retirés aprés décongélation de
maniere a ne pas dépasser les limites osmotiquement tolérables. Leurs concentrations ne doivent pas
étre toxiques [14 ; 49].

Bien que ces limites générales soient nécessaires, elles peuvent ne pas étre suffisantes pour une ou
plusieurs raisons possibles. La premiére est que les cellules peuvent étre Iésées par des facteurs tels
que le choc di au froid qui n'ont rien a voir avec la formation de glace ou les dommages causés par
les agents cryoprotecteurs. Une autre raison est que les limites de viabilité cellulaire sont définies
principalement en termes de membrane plasmique intacte qui conserve des propriétés normales et
semi-perméables. Il est possible que les conditions qui permettent a la membrane plasmique de
« survivre » ne permettent pas la « survie » d'organites critiques tels que I'acrosome ou le systéme
mitochondrial-axonémique responsable de la motilité [50].

La cryoconservation nécessite une exposition des spermatozoides a des variations extrémes de
température et d'osmolalité. La survie aprés décongélation des spermatozoides cryoconservés
présente un maximum a une vitesse de refroidissement optimale présumée, et la vitesse de
refroidissement optimale dépend également de la vitesse de réchauffement, les vitesses optimales
étant vraisemblablement dues aux propriétés de perméabilité des spermatozoides. Les taux de

refroidissement et de réchauffement optimaux peuvent également dépendre de maniére significative
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de I'additif cryoprotecteur spécifique et de la solution tampon dans laquelle les spermatozoides sont
cryoconservés [51].

Le défi majeur que doivent subir les spermatozoides est la létalité d'une zone de température
intermédiaire (entre le point de congélation et jusqu'a - 60°C) que les cellules doivent traverser deux
fois : une fois lors du refroidissement et une fois lors du réchauffement, plutét que leur capacité a tolérer
le stockage. a basse température [52]. Les principaux événements physiques survenant dans le
sperme équin lors de la congélation sont représentés schématiquement présentés a la figure 1.
Lorsque le sperme est refroidi en dessous du point de congélation du diluant, il reste exempt de glace
a des températures sensiblement inférieures au point de congélation. C'est ce qu'on appelle la «
surfusion ».

Selon le mode d'emballage du sperme, la nucléation spontanée de la glace se produira dans la plupart
des cas entre -5 et ~ -15 °C. Pour éviter une surfusion importante, la nucléation de la glace peut étre
induite (par exemple en touchant le paquet de sperme avec une tige métallique trés froide). La glace
va

se forment alors dans le prolongateur externe mais le contenu des cellules reste non congelé et
surfondu, probablement parce que la membrane plasmique bloque la croissance des cristaux de glace
dans le cytoplasme [53]. La croissance extracellulaire de la glace entraine une augmentation rapide
de la concentration de soluté extracellulaire et une diminution correspondante de la "concentration" de
l'eau.

En conséquence, I'eau s'écoule des cellules par osmose et géle a I'extérieur.
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Figure 1.1 : Modifications putatives du sperme et de la charge pendant la congélation et la
décongélation. Les effets de diverses vitesses de refroidissement sur la formation de cristaux de glace
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et de microcristaux et le mouvement des solvants et des solutés pénétrants (fleches lourdes ou
légéres) et illustrés. Aprés une formation de refroidissement initiale de microcristaux extracellulaires a
environ -5 °C, le refroidissement a vitesse variable affecte a la fois la vitesse de déplacement de I'eau
hors de la cellule et I'étendue de la formation de glace intracellulaire. Ainsi, lorsque le sperme arrive a
- 196°C, les milieux intracellulaire et extracellulaire different selon la vitesse de congélation. Des
dommages peuvent survenir si le taux de décongélation choisi est inapproprié. Les valeurs extrémes
sont illustrées : en haut & droite, ou une décongélation excessive entraine des taux déséquilibrés
d'efflux de cryoprotecteur et d'afflux d'eau, et en bas a droite, ou une décongélation lente entraine une
recristallisation de microcristaux d'eau intracellulaire et des dommages résultants aux organites

cellulaires (adapté de [ 14]).

Les événements physiques ultérieurs dans les cellules dépendent de la vitesse de refroidissement. Si
la congélation progresse a un rythme tres lent, la déshydratation se déroulera sur une période de temps
plus longue, entrainant un degré élevé de rétrécissement, une déshydratation extréme du cytoplasme
associée a une perturbation cellulaire mortelle [54]. De plus, a de faibles vitesses de refroidissement,
les cellules peuvent étre endommagées par une longue exposition a la concentration élevée de soluté
de la solution extracellulaire avant d'atteindre des températures auxquelles les cellules se stabilisent
finalement a I'état vitreux. Néanmoins, la vitesse de refroidissement doit étre suffisamment lente pour
permettre a l'eau de sortir des cellules par osmose en quantité suffisante. Si le refroidissement est
suffisamment lent, les spermatozoides perdront de I'eau suffisamment rapidement pour concentrer
suffisamment la solution intracellulaire pour éliminer la surfusion. En conséquence, les cellules ne
gélent pas intracellulaire. Si la congélation progresse a des vitesses de refroidissement rapides, I'eau
n'est pas perdue assez rapidement pour maintenir I'équilibre; les cellules deviennent de plus en plus
surfondues, ce qui augmente la probabilité de formation de nucléation de glace intracellulaire.
Cependant, aucune preuve directe de glace intracellulaire n'a été observée dans le processus de
cryoconservation du sperme d'étalon. Dans I'étude développée par Morris et al [55], il a été conclu que
les dommages cellulaires aux spermatozoides équins,

a des vitesses de refroidissement allant jusqu'a 3000 ° C / min, n'est pas causée par la formation de
glace intracellulaire, mais les cellules sont soumises a un choc osmotique lorsqu'elles sont
décongelées. Les différences observées dans les mesures de viabilité et de motilité suggerent que

différents mécanismes de Iésion cellulaire peuvent se produire a des vitesses de refroidissement
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« lente » et « rapide ». La décongélation du sperme doit généralement étre effectuée a un rythme trés
rapide pour réduire le risque de dommages dus a la croissance extracellulaire des cristaux de glace
[56].

Par conséquent, des taux de refroidissement trop élevés ou trop faibles peuvent tuer les cellules, bien
que les mécanismes sous-jacents aux dommages cellulaires soient différents. Sur cette base, un taux
de refroidissement optimal pour la cryosurvie cellulaire devrait exister entre les taux "élevé" et "faible".
Le fait qu'un taux de refroidissement connu soit trop "élevé" ou "faible” pour un type de cellule donné
dépend de la capacité de I'eau a traverser la membrane cellulaire [14]. Lors de la congélation et de la
formation des cristaux de glace, les spermatozoides sont exposés a des contraintes mécaniques ainsi
qu'a des défis osmotiques [15; 24; 56]. Avec des vitesses de refroidissement lentes, de la glace
extracellulaire se forme, ce qui entraine une augmentation de la concentration de soluté dans la fraction
d'eau non congelée, ce qui expose les spermatozoides a des conditions hypertoniques. Afin de
maintenir I'équilibre entre les concentrations de soluté intra- et extracellulaire, les spermatozoides
réagissent par le mouvement de I'eau hors de la cellule. Lors de la décongélation et de l'insertion dans
I'appareil reproducteur féminin, le processus inverse a lieu et les spermatozoides sont exposés a des
conditions hypotoniques. Lorsque la vitesse de refroidissement est trop rapide, il n'y a pas assez de
temps pour que l'eau quitte la cellule et la glace intracellulaire est formé, ce qui est préjudiciable aux
cellules. Ainsi, la cryosurvie des spermatozoides dépend de la vitesse de refroidissement utilisée : a
des vitesses de refroidissement élevées, les pertes de survie cellulaire sont associées a la formation
de glace intracellulaire, alors qu'a des vitesses de refroidissement lentes, la déshydratation cellulaire
prévaut et les dommages sont attribués a des « blessures d'effets de solution ». Au taux de
refroidissement optimal, les dommages dus a la formation de glace intracellulaire et a la déshydratation
cellulaire sont minimes et la survie cellulaire aprés décongélation est maximale [56]. Cependant, Morris
et al [57] n'ont observé aucune preuve de formation de glace intracellulaire dans le sperme a des
vitesses de refroidissement rapides. lls ont conclu que lors d'un refroidissement rapide, une matrice

vitreuse se forme dans laquelle les spermatozoides ainsi que les cristaux de glace sont intégrés.
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1.1.4. Particularités de la composition lipidique de la membrane plasmique
du sperme équin

De nombreux aspects de la cryoconservation de la semence des étalons sont encore restés empiriques
et relativement peu d'informations sont disponibles sur les contraintes cryobiologiques et biophysiques
de base imposées lors des processus de congélation et de décongélation.

Premierement, la membrane plasmique des spermatozoides n'est pas une simple barriére semi-
perméable. C'est une structure dynamique complexe composée de lipides et de phospholipides
distribués en bicouche par l'activité métabolique. Dans la membrane se trouvent des protéines et des
glycoprotéines intégrées avec acces a l'environnement extérieur, ainsi qu'a l'intérieur. Une classe de
ces protéines, les aquaporines, est impliquée dans le transport de I'eau. Autres fonctions en tant que
canaux ioniques avec spécificité pour des espéces ioniques particuliéres ; certains des canaux sont
des pompes nécessitant de I'énergie qui transportent les ions contre des gradients de concentration.
La structure physique et chimique de la membrane plasmique et son activité métabolique associée
sont complexes et affectées par la température : les changements dans la structure moléculaire a des
températures plus profondes modifieront le transport du soluté et de I'eau a travers les pores et les
canaux. Les modifications de la mobilité et de la distribution des lipides affecteront la diffusion a travers
la bicouche lipidique [58].

Deuxiemement, la membrane plasmique des spermatozoides joue un réle trés actif dans la fécondation
des spermatozoides et dans le dialogue spermatozoide-ovocyte. La fluidité de la membrane
spermatique est une condition préalable aux fonctions cellulaires normales, et la fluidité et la flexibilité
des membranes spermatiques dépendent principalement de leur composition lipidique [59]. Il existe
des variations considérables dans la composition lipidique de la membrane plasmique du sperme chez
différentes especes de mammiféres. Dans le sperme des étalons, il y a une teneur relativement élevée
en cholestérol (37 % des lipides totaux), par rapport a la membrane du sperme des verrats (24 %) [60 ;
61]. Les lipides du sperme jouent un réle majeur dans les caractéristiques de mouvement, la sensibilité
au choc froid et la capacité de fécondation des spermatozoides. Il est important de noter que la
distribution des acides gras polyinsaturés a longue chaine (AGPI) dans le sperme des étalons est plus
similaire a celle des verrats que celle des taureaux. Les taureaux produisent des spermatozoides plus
résistants au choc froid et se congelent bien, alors que les spermatozoides des verrats et des étalons
ont une trés faible tolérance au choc froid et, en général, se congélent mal. Le sperme des taureaux a

des niveaux plus élevés d'acides gras docosahexanoiques (22:6), tandis que le sperme des étalons et
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des verrats a des niveaux beaucoup plus élevés d'acides gras docosapentanoiques (22:5) [61; 62]. La
variation de la fluidité de la membrane pourrait étre une explication de la variabilité de la capacité de
congélation du sperme observée entre les étalons individuels. La principale variable est la quantité de
cholestérol dans la membrane plasmique du sperme entre différents méles et méme entre différents
éjaculats d'un méme male.

De plus, la teneur en cholestérol semble étre liée au taux de capacitation, peut-étre parce que le
cholestérol doit étre épuisé de la membrane plasmique au cours de ce processus [60]. La membrane
plasmique du sperme sert de principale barriére physique a I'environnement extérieur et est le principal
site de dommages aprés décongélation. Ces dommages comprennent la déstabilisation de la
membrane due au réarrangement lipidique latéral, la perte de lipides de la membrane et peroxydation
des lipides membranaires (LPO), résultant de la formation d'espéces réactives de I'oxygéne (ROS)
[63].

1.1.5. Stress oxydatif

Le stress oxydatif est défini comme le déséquilibre entre la manifestation systémique des ROS et la
capacité d'un systéme biologique a détoxifier facilement les intermédiaires réactifs ou a réparer les
dommages qui en résultent. Dans un corps sain, les pro-oxydants et les antioxydants restent en
équilibre. Les spermatozoides sont équipés de mécanismes de défense antioxydants et sont
susceptibles d'éteindre les ROS, protégeant ainsi les cellules gonadiques et les spermatozoides
matures des dommages oxydatifs. Cependant, dans des conditions pathologiques, la production
incontrélée de ROS dépasse la capacité antioxydante du plasma séminal entrainant un stress oxydatif
[64]. La génération de ROS peut se produire comme une conséquence normale du métabolisme
oxydatif ou peut résulter de mécanismes spécifiques au sein de types cellulaires particuliers, tels que
I'explosion oxydative des leucocytes. Ce déséquilibre peut entrainer des dommages a la structure des
cellules et des macromolécules telles que les composants de la membrane plasmique, les protéines
et I'ADN [65].

Les spermatozoides ont été le premier type de cellule signalé & montrer une sensibilité potentielle au
stress oxydatif. Dans certaines situations, les dommages causés par les oxydants peuvent étre
réparés. Malheureusement, les spermatozoides sont incapables de réparer les dommages induits par
le stress oxydatif car ils ne disposent pas des systémes de réparation enzymatiques cytoplasmiques
nécessaires. C'est l'une des caractéristiques qui rendent les spermatozoides uniques dans leur

sensibilité a l'insulte oxydative [66]. Cela est principalement dd au fait que leurs membranes cellulaires

16



sont riches en AGPI, ce qui les rend trés sensibles aux dommages induits par l'oxygéne et, par
conséquent, a la LPO. Par la suite, une perte rapide d'adénosine triphosphate (ATP) intracellulaire a
partir de la LPO provoque des lésions axonémiques, une diminution la viabilité des spermatozoides et
l'augmentation des défauts morphologiques des spermatozoides a mi-piéce, qui contribuent tous a une
diminution de la motilité des spermatozoides [64 ; 66)].

La sensibilité des spermatozoides équins aux dommages oxydatifs est attribuée aux différences
individuelles dans la composition en acides gras de la membrane spermatique des spermatozoides
d'étalon (dépend de la proportion de saturés (par exemple C16: 0 palmitique, C18: 0 stéarique et C20:
0 arachidique) et AGPI dans les phospholipides de la membrane spermatique), qui sont sensibles a la
LPO et, en outre, au déficit inné des spermatozoides en ce qui concerne la disponibilité des enzymes
protectrices cytoplasmiques [61]. Les effets du stress oxydatif sont particuliérement importants lors de
la cryoconservation du sperme, car une grande partie de la capacité antioxydante du sperme réside

dans le plasma séminal, et celle-ci est éliminée lors du processus de congélation [65].

1.1.6. Récupérateurs de ROS dans la semence équine

Les principaux piégeurs de ROS décrits dans le sperme sont la catalase, la superoxyde dismutase et
le systéme glutathion-peroxydase-réductase [67]. Selon Ball [65], les spermatozoides semblent
contenir des quantités trés limitées de piégeurs de ROS, tandis que le plasma séminal est une source
puissante de piégeurs de ROS dont les fonctions sont de protéger le sperme éjaculé des effets
indésirables des ROS. En plus des piégeurs d'enzymes, un certain nombre d'autres composants du
plasma séminal sont susceptibles de contrecarrer le stress oxydatif et peuvent agir comme
antioxydants. Ces les antioxydants de faible poids moléculaire sont I'albumine, l'urate, la taurine,
I'hypotaurine, le pyruvate, le lactate, I'acide ascorbique, le tocophérol et I'ergothioniéne. Cependant,
I'élimination du plasma séminal pendant le processus de cryoconservation du sperme d'étalon peut
augmenter la sensibilité¢ du sperme au stress oxydatif, car une grande partie de la capacité

antioxydante (capteurs d'enzymes et antioxydants) du sperme réside dans le plasma séminal.

1.1.7. Génération de ROS par les spermatozoides

Les ROS, également connus sous le nom de radicaux libres, ont au moins un électron non apparié.
Ce sont des agents oxydants générés en tant que sous-produits du métabolisme de I'oxygéne et, en
raison de I'électron non apparié dans la coque externe, ils forment des molécules hautement réactives.

Les ROS représentent une collection d'une large gamme de radicaux (par exemple, l'ion hydroxyle
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[OH-], l'ion superoxyde [02-], I'oxyde nitrique [NO], le peroxyle [RO2], le peroxyle lipidique [LOO] et le
thiyle [RS-] ) et des molécules non radicalaires (oxygéne singulet [-102], peroxyde d'hydrogéne
[H202], acide hypochlorique [HOCL], peroxyde lipidique [LOOH] et ozone [O3]) [66]. La recherche a
montré que les ROS provoquent une fuite d'électrons des spermatozoides respirant activement,
médiée par les activités redox intracellulaires. Le mécanisme de production de ROS par les
spermatozoides n'est pas encore clair. Il semble provenir soit d'une nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate-oxydase spécifique du sperme (NADPH oxydase) (NOX5) présente dans la membrane
plasmique de la téte du sperme, soit des mitochondries du sperme [68; 69]. La génération de ROS
dans les spermatozoides peut se produire via deux méthodes : (1) le systtme NADPH oxydase au
niveau de la membrane plasmique du sperme et/ou (2) la nicotinamide adénine dinucléotide
oxydoréductase dépendante réaction au niveau mitochondrial. Ce dernier mécanisme semble étre la
principale source de ROS. Les spermatozoides sont riches en mitochondries car un apport constant
d'énergie est nécessaire a leur motilité [66]. Par conséquent, la présence de spermatozoides
dysfonctionnels dans le sperme augmente considérablement la production de ROS, ce qui affecte a
son tour sa fonction mitochondriale et, par la suite, la fonction des spermatozoides telle que la motilité.
La génération de ROS est significativement augmentée en présence de cryolésions, de
spermatozoides non viables ou morphologiquement anormaux, en particulier de spermatozoides
caractérisés par la présence de gouttelettes cytoplasmiques proximales ou d'anomalies de la piéce
médiane [70]. Dans ces conditions, la génération de plus grandes quantités de ROS est principalement
due a la fuite d'électrons de la chaine de transport d'électrons mitochondriale avec réduction ultérieure
de 'oxygéne moléculaire pour former I'anion superoxyde [68]. Bien que I'anion superoxyde (02-)
semble étre le principal ROS généré par le sperme équin, cette espéce a vie courte se dismute
rapidement pour former du peroxyde d'hydrogéne (H202) [70; 71], et c'est probablement H202 qui
explique l'effet cytotoxique majeur dans le sperme [72]. La suggestion que H202 est particulierement
pernicieux, en ce qui concerne les spermatozoides, a été confirmée par Aitken et al [73] dans une
expérience impliquant I'exposition de spermatozoides humains @ un mélange de ROS généré par la
xanthine oxydase in vitro. Dans cette expérience, |'ajout de superoxyde dismutase, ou de piégeurs de
radicaux hypochloreux et hydroxyles, n'a eu aucun impact sur la perte de motilité. Cependant, les effets
cytotoxiques des ROS pourraient étre complétement éliminés par la présence de catalase, confirmant
a nouveau la vulnérabilité des spermatozoides de mammiféres aux attaques de H202. De plus, cette

étude a également démontré que d'autres aspects de la fonction des spermatozoides, tels que la fusion
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spermatozoides-ovocytes, étaient encore plus sensibles aux attaques de peroxyde que la motilité. Le
méme paradigme expérimental a ensuite été reproduit en utilisant des spermatozoides équins, avec
exactement le méme résultat. Ainsi, I'exposition des spermatozoides équins au mélange de ROS
généré par la xanthine oxydase in vitro s'est avérée supprimer de maniére significative la motilité des
spermatozoides équins via des mécanismes qui pourraient étre complétement inversés par la catalase
mais pas par la superoxyde dismutase [72]. Ces études ont démontré que (i) les spermatozoides de
mammiferes sont sensibles au stress oxydatif et que (ii) I'un des initiateurs les plus puissants de ce
stress est H202.

1.1.8. Vulnérabilité des spermatozoides au stress oxydatif

Les spermatozoides sont vulnérables au stress oxydatif car ils contiennent une abondance d'AGPI,
tels que les acides arachidonique et docosahexaénoique, dans leur membrane plasmique qui sont
sensibles a la LPO [61]. Dans des situations normales, la présence de ces acides gras semble donner
fluidité a la membrane du sperme, favorisant l'activité d'enzymes clés, telles que les ATPases de la
membrane plasmique, et facilitant les événements de fusion membranaire pendant la fécondation.
Cependant, ces PUFA sont vulnérables a I'attaque oxydative, car les énergies de dissociation du
carbone et de I'hydrogéne sont les plus faibles a la position du méthyléne bis-allylique. En
conséquence, |'événement d'abstraction d'hydrogéne qui initie la LPO est favorisé, déclenchant une
cascade de LPO qui conduit a la génération d'aldéhydes électrophiles de petite masse moléculaire tels
que l'acroléine, le 4HNE et le malondialdéhyde. Ces composés sont trés toxiques pour les
spermatozoides et submergent finalement les capacités défensives limitées de ces cellules,
provoquant une mort lipoperoxydative [74].

Il 'est connu que les spermatozoides sont trés vulnérables a la LPO et que ce processus peut étre
favorisé par la présence concomitante de métaux de transition tels que le fer et le cuivre. Une petite
quantité de Fe (Il) dans le milieu de culture peut déclencher une cascade de LPO qui entrainera une
perte de motilité des spermatozoides et d'autres fonctions dépendantes de la membrane telles que la
fusion spermatozoides-ovocytes [75; 76].

La maniere précise dont la LPO entraine une perte de compétence fonctionnelle n'est toujours pas
claire. En général, ce processus implique I'activation de la phospholipase A2 (PLA2), afin d'effectuer
I'élimination de I'acide gras oxydé du phospholipide parent pour un traitement ultérieur par le systéme
glutathion peroxydase et la conversion du peroxyde lipidique toxique en un alcool inoffensif. Le résultat

de l'action de PLA2 est de créer un lysophospholipide, qui déstabilise la membrane plasmique et facilite
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une perte d'intégrité membranaire. Une fois que I'acide gras peroxydé a été clivé de la membrane par
la PLA2, il peut également étre efficacement séquestré par I'albumine. Ce dernier est trés efficace pour
protéger les spermatozoides du stress oxydatif grace a sa capacité a lier et a neutraliser les
hydroperoxydes lipidiques cytotoxiques [77 ; 78]. L'élimination de ces peroxydes lipidiques de la
membrane plasmique est essentielle car sinon ils serviront propager la réaction en chaine de la LPO
a travers la membrane plasmique, en particulier si des quantités catalytiques de Fe (Il) sont disponibles
[79]. Une autre conséquence de la LPO est la stimulation de la génération de ROS supplémentaires
par les mitochondries du sperme [80 ; 81]. Comme indiqué ci-dessus, les aldéhydes lipidiques tels que
le 4HNE sont capables de former des adduits avec plusieurs protéines, y compris des constituants clés
de la chaine de transport d'électrons mitochondriale. L'une des conséquences de cette activité
d'adduction est une stimulation significative de la génération de ROS mitochondriales suite au ciblage
direct de l'acide succinique déshydrogénase [82; 83]. Par conséquent, tout facteur stimulant la
génération de ROS et de LPO déclenchera encore plus de génération de radicaux libres a partir des
mitochondries et amplifiera les niveaux de LPO.

Cette cascade lipoperoxydative sous-tend le processus de sénescence des spermatozoides et est l'un
des principaux facteurs déclenchant le défaut des spermatozoides vers la voie intrinséque de

I'apoptose [84].

1.1.9. Prévention et gestion du stress oxydatif : effets de certains
antioxydants sur la cryoconservation de la semence équine

La sensibilit¢ apparente des spermatozoides équins au stress oxydatif a stimulé lintérét pour
['utilisation d'antioxydants pour contrecarrer ce processus, en tant qu'aide a la fertilité in vivo et in vitro.
De plus, il estimportant de rétablir des niveaux optimaux d'antioxydants dans le sperme en les ajoutant
au prolongateur. Divers antioxydants ont été utilisés pour prolonger la durée de vie des spermatozoides
d'étalons dans diverses circonstances. Plusieurs essais ont été réalisés chez divers mammiféres sur
I'effet de I'ajout de vitamine E (a-tocophérol) [85 — 89] et de vitamine C (acide ascorbique) [70 ; 90 —
95] dans les prolongateurs de congélation dans le but d'améliorer la qualité de la semence, mais des
résultats incohérents ont été observés a ce jour concernant la cryoconservation des spermatozoides
d'étalons. Un effet positif de I'ajout d'acide ascorbique sur la préservation de l'intégrité membranaire
du sperme équin refroidi a été observé [90]. Selon Agiiero et al [96], I'ajout de la vitamine E avant le
stockage du sperme refroidi (5°C) a exercé un effet protecteur sur la membrane plasmique et a

maintenu une motilité progressive, indépendamment de la présence ou de l'absence de plasma
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séminal. Néanmoins, Baumber et al [97] ont observé que I'ajout d'a tocophérol et d'acide ascorbique
au prolongateur de cryoconservation n'améliorait pas la qualité des spermatozoides équins aprés
décongélation ; a défaut de démontrer un effet clair et positif sur le maintien de la motilité ou de la
fertilité des spermatozoides pendant le stockage liquide. Néanmoins, I'évaluation de la capacité
antioxydante totale du plasma séminal suggére que l'acide ascorbique et I'a-tocophérol pourraient
constituer I'essentiel de la capacité antioxydante du sperme [98].

On pense que la vitamine E ou a-tocophérol est le composant principal du systéme antioxydant des
spermatozoides et qu'elle est considérée comme le principal protecteur membranaire contre les ROS
et la LPO membranaire [89; 99]. Cet antioxydant de faible poids moléculaire peut inhiber la réaction
LPO dans la membrane en éliminant le peroxyle (ROO), I'alcoxyle (RO) et d'autres radicaux dérivés
de lipides [100]. De plus, la vitamine E peut étre recyclée pour fonctionner a nouveau, méme lorsque
sa concentration est faible [99]. Cet antioxydant a petite molécule est un antioxydant de rupture de
chaine et non un antioxydant de piégeage présent dans la membrane cellulaire du sperme [101], et
agit en neutralisant le H202 et en éteignant les radicaux libres, stoppant ainsi les réactions en chaine
qui produisent des peroxydes lipidiques et protégeant la membrane des dommages. induite par les
ROS [64]. La capacité de I'a-tocophérol & maintenir un régime permanent de réduction des radicaux
peroxyles dans la membrane plasmique dépend du recyclage de I'a-tocophérol par des agents
réducteurs externes tels que l'ascorbate ou les thiols [67]. De plus, il améliore l'activité d'autres
oxydants de piégeage [102], aidant a préserver a la fois la motilit¢ et la morphologie des
spermatozoides [103].

L'acide ascorbique (vitamine C) est un antioxydant briseur de chaine qui joue un réle important (jusqu'a
65%) dans la lutte contre le stress oxydatif dans le plasma séminal. C'est un piégeur d'origine naturelle
et, en tant que tel, sa présence aide divers autres mécanismes a réduire de nombreux processus de
radicaux libres perturbateurs, notamment la LPO [91 ; 104]. Il réagit avec OH-, O2-, et H202 dans le
liquide extracellulaire, protégeant ainsi la viabilité et la motilité des spermatozoides [103].

Cependant, la vitamine C n'est qu'un faible piégeur de ROS dans la membrane cellulaire et, par

conséquent, n'a presque aucun effet dans la cellule [64].
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2. Altérations structurelles suite a la cryoconservation du sperme

Malgré les efforts déployés pour améliorer les milieux et les protocoles de congélation,
considérant principalement I'ajout de cryoprotecteurs, élucider comment les basses
températures provoquent des lésions sur le sperme, sachant que la qualité du sperme
congelé-décongelé repose essentiellement sur sa capacité a résister aux changements de
température sans perdre son fonctions principales [4]., est encore nécessaire. Les
dommages qui surviennent lors de la cryoconservation résultent de I'exposition des
spermatozoides a des variations de température (stress thermique), ce qui entraine la
formation de cristaux de glace a l'intérieur de la cellule et dans le milieu environnant [57].. De
plus, il y a des changements dans I'osmolalité(stress osmotique) qui comprennent : a) la
formation d'un milieu extracellulaire hyperosmotique pendant la congélation, auquel la
cellule répond en perdant de |'eau et par conséquent il y a un volume cellulaire moindre
afin d'équilibrer les teneurs en soluté extracellulaire et intracellulaire [106]. la submersion
des spermatozoides dans un milieu extracellulaire hypotonique lors de la décongélation,
permettant ainsi a l'eau de pénétrer dans la cellule par diffusion passive avec
['augmentation conséquente du volume de sperme [107].. Avec tous ces processus,
la membrane plasmique du sperme est la principale structure affectée de maniere
irréversible [108]., en raison d'altérations des complexes lipides-protéines lors de la
congélation et de la décongélation [109]. ( Figure 2 ). Avec la baisse de température, la
configuration des phospholipides est modifiée car ces composés se déplacent latéralement
dans la membrane, ce qui permet I'adhésion des protéines. Cela rend le plasmalemme du
sperme plus rigide et fragile, en raison de la conversion d'un état liquide en gel [110],
entrainant une augmentation de la perméabilité du plasmalemme et une diminution du

métabolisme des spermatozoides [111]..
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Figure 2:Altérations structurelles et moléculaires du sperme de mammifere
apres cryoconservation . La congélation-décongélation diminue l'intégrité de la membrane
plasmique et de |'acrosome, la motilité, I'activité métabolique et mitochondriale, et
augmente la production de ROS. De plus, la cryoconservation augmente la fragmentation
de I'ADN , peut affecter la signature de méthylation de I'ADN, conduit a la dégradation des
ARNm et des miARN et induit des altérations de lintégrité de Ila
structure nucléoprotéique (complexes ADN/protamine et translocation de H1).

3. Altérations moléculaires dues a la cryoconservation du sperme

Méme avec les lésions de la membrane du sperme lors des processus de congélation et de
décongélation, les dommages aux composants moléculaires induits par
la cryoconservation peuvent étre supérieurs a ceux résultant de cette procédure ( figure
2). Il faut déterminer I'étendue des dommages a la chromatine résultant de la congélation-
décongélation qui entrainent la fragmentation de I'ADN [112].. Il a été suggéré que la
structure de la nucléoprotéine, qui est composée de protamine 1 (P1) et de protamine 2

(P2), et d' histones (5 % a 15 %), pourrait étre responsable du cryodommage de I'ADN car la
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congélation et la décongélation ont été rapporté pour perturber le disulfuredes ponts entre
les résidus de cystéine [113].. L'ampleur plus ou moins grande de cette perturbation dépend
du type de protamines (P1 et P2) dans la chromatine des spermatozoides [114].. Alors que
P1 mais pas P2 est présent dans toutes les especes, il existe des différences dans les
proportions (P1:P2) et la teneur relative en protamines, ainsi que dans la quantité
d'histones retenues [115].. De plus, d'autres mécanismes, tels que la diminution de la
température, le stress oxydatif induit par la production de grandes quantités d'ERO [116],,
et le stress mécanique causé par la contraction cellulaire qui compacte la chromatine dans
certaines régions du génome [117]. pourrait également perturber I'intégrité de la double
hélice de I'ADN. Les effets des dommages aux molécules lors de la cryoconservation sont
susceptibles de se répercuter sur la capacité fécondante des spermatozoides congelés-

décongelés.

3. 1. Effets sur le pouvoir fertilisant

Un aspect important découlant de la cryoconservation est lié aux processus se produisant
lors de la fécondation. Lors de la fécondation, le spermatozoide libére des ARN messagers
(ARNm) au sein de |I' ovocyte . La cryoconservation, cependant, peut affecter le contenu en
ARNmM des spermatozoides [118]. et ainsi altérer la fonction de ces ARNm, qui sont connus
pour avoir une fonction pendant les premiers stades du développement
embryonnaire lorsqu'il existe des processus de traduction qui entrainent la synthése de
protéines par I'ovocyte [119].. Il convient donc de noter que les spermatozoides sont des
cellules transcriptionnellement « silencieuses » et n'ont pas la capacité de remplacer les
ARNm perdus lors de la cryoconservation (Figure 2 ). De plus, [120]. et [121]. ont décrit que
les facteurs épigénétiques impliqués dans I'expression des genes, tels que I'ARN non codant
(ARNnNc), la méthylation de I'ADN , le remodelage de la chromatine et les modifications
post-traductionnelles des histones , pourraient également étre affectés par les procédures
de congélation et de décongélation. Chez les bovins, la cryoconservation entraine des
différences dans la teneur en ARNnc telles que déterminées lors de comparaisons entre le
sperme congelé-décongelé et le sperme frais (R1A10, R1C4, R4A1 et R4D2) [122].. De plus,

les résultats d'une autre étude, également menée sur des bovins, ont indiqué qu'il y avait
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une abondance différentielle de 86 microARN(miARN, un type de petit ARNnc) dans le
sperme congelé-décongelé ; 40 de ces miARN étaient liés a la fonction des spermatozoides
(motilité, viabilité), aux changements de type apoptotique et aux voies métaboliques
[123].. De méme, [124]. ont rapporté que 135 miARN étaient en abondance différentielle
entre le sperme de porc frais et congelé-décongelé, 34 étant impliqués dans des
changements de type apoptotique et des voies métaboliques. On pense donc que la
cryoconservation altére les miARN impliqués dans l'expression de génes liés a des
changements de type apoptotique, qui incluent des altérations du potentiel membranaire
mitochondrial , I'externalisation de la phosphatidylsérine, la fragmentation de I'ADN et I'
activation de la [124-125].. Comme décrit précédemment dans cet article de synthéese, les
spermatozoides sont des cellules transcriptionnellement « silencieuses » ; des études
supplémentaires dans ce domaine sont donc justifiées pour déterminer les effets sur des

molécules spécifiques qui modulent la fonction des spermatozoides.

3. 2. Effets sur I'embryon

Une autre facette importante qui peut étre altérée par la congélation-décongélation est la
méthylation de I'ADN du sperme, qui est connue pour étre essentielle au développement
de I'embryon avant l'implantation [126].. Fondamentalement, ce processus implique I'ajout
covalent d'un groupe méthyle aux cytosines des régions CpG (5'-cytosine-phosphate-
guanine-3') [127 -128].. L'étendue de la méthylation de I'ADN dans le sperme de cheval est
nettement plus importante aprés la cryoconservation (5,4 % dans le sperme congelé-
décongelé contre 0,6 % dans le sperme frais) [129].. L'échec de la fécondation lorsque du
sperme congelé-décongelé est utilisé pour I' insémination artificielle pourrait s'expliquer
par une méthylation aberrante de I'ADN lors de la cryoconservation. De méme, les
procédures de cryoconservation pourraient avoir des effets sur le développement
embryonnaire précoce car il existe un héritage épigénétique par I'ovocyte des quelques
nucléosomes spermatiques et de I'ADN méthylé, et la chromatine paternelle contribue
également a |I' épigénome embryonnaire [130-131]..

Les facteurs de transcription présents dans I'embryon ont des fonctions essentielles dans le

développement embryonnaire [132].. Il y a 0,78% des transcrits qui ont été identifiés dans
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les embryons de cheval qui sont régulés négativement (avec la présence de 84 facteurs de
transcription, par exemple : NF-1, KLF13, CPBP, BTEB3, TCF7L1 et KLF3 ) lorsque le sperme
congelé-décongelé est utilisé pour l'insémination artificielle [132].. La régulation a la baisse
de ces facteurs de transcription pourrait étre associée au retard du développement
embryonnaire et a la plus grande mortalité, qui sont attribués aux inséminations avec du
sperme cryoconservé [131].. Chez les bovins, la cryoconservation modifie les profils d'ARNm
et de miARN car 526 ARNm et 55 miARN sont en abondance différentielle lorsqu'il y a des
évaluations de sperme frais et congelé-décongelé [133]..Les cryodommages des
spermatozoides survenant lors de la congélation et de la décongélation pourraient
expliquer |'altération de ces profils d'’ARNm et de miARN due a la dégradation des ARNm et
des miARN ( Figure 2 ). De plus, les miARN transmis par le sperme pourraient réguler la
fonction maternelle des ARNm impliqués dans le clivage, la reprogrammation épigénétique
et I'apoptose embryonnaire [134].. La cryoconservation des spermatozoides pourrait donc
modifier davantage le profil de I'ARNm dans les embryons car certaines fonctions
pertinentes sont affectées par la modulation des miARN des genes, ce qui induirait des
effets négatifs sur le développement de I'embryon [135].. Des changements dans le profil des
miARN ont également été observés dans le sperme de porc congelé-décongelé, car lorsqu'il
y a cryoconservation avec et sans glycérol, il y a respectivement 23 et 14 miARN
différentiellement abondants, mais seulement deux sont significativement diminués avec
et sans l'inclusion de glycérol comme cryoprotecteur . [136].. Parce que ces miARN sont
principalement associés a des processus métaboliques et cellulaires, ces variations décrites
précédemment pourraient également affecter le développement embryonnaire.

4. Equilibre redox et fonction mitochondriale

Comme décrit précédemment dans cet article de synthése, le déséquilibre entre le systeme
de défense antioxydant cellulaire et la production de ROS pendant
la cryoconservation conduit a un stress oxydatif . Les ROS comprennent des radicaux libres
d'oxygene, tels que le radical hydroxyle (OH "), I'anion superoxyde (O .") et le peroxyde
d'hydrogene (H202) [137-139].. Bien que les ROS soient nécessaires pour que les

spermatozoides aient un fonctionnement physiologique homéostatique, la congélation
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entraine une augmentation des conséquences létales de concentrations de ROS supérieures
a l'optimum en raison de l|'activation de voies de type apoptotique [140].. De plus, les
spermatozoides peuvent également subir des dommages structurels marqués,
principalement au niveau de I'ADN, ce qui a des conséquences néfastes sur la fertilité de
certains individus [141-144]..

Parmi les effets résultant de la production de ROS pendant la cryoconservation figurent les
changements qui se produisent dans le potentiel membranaire mitochondrial des
spermatozoides [145].. En plus des humains, il y a eu le plus d'études sur les effets sur le
sperme d'une concentration de ROS supérieure a la concentration optimale chez les
chevaux. Les recherches axées sur la détermination de la balance redox ont conduit a
mesurer le potentiel statique d'oxydo-réduction (sORP) dans le sperme cryoconservé
[146].. Rosiglitazone l'inclusion dans des milieux de cryoconservation peut améliorer la
fonction mitochondriale du sperme congelé-décongelé en raison de la réduction de
I'activité de la caspase-3, retardant par conséquent l|'activation des voies de type
apoptotique. Plus précisément, I'ajout de rosiglitazone au milieu de cryoconservation
conduit au maintien de |'homéostasie redox , ce qui entraine la poursuite de la
phosphorylation de la protéine AKT. Cette protéine est impliquée dans I'équilibre entre la
survie et les voies apoptotiques [147]..

Par rapport aux chevaux, la pertinence des ROS produites chez d'autres especes lors de la
cryoconservation du sperme est moins claire. Chez les porcs, Flores [148]. ont rapporté que
la capacité de production de ROS au niveau des mitochondries est peu avant la congélation
[149].. De méme, [150]. et [151]. ont observé des concentrations intracellulaires de ROS et une
peroxydation lipidique membranaire, a la fois dans les spermatozoides congelés-
décongelés viables et non viables, ne différent pas entre les éjaculats ayant une capacité de
congélation relativement plus grande et moindre. Chez les buffles et les bovins, les effets
des ERO sur la peroxydation lipidique, le potentiel de la membrane mitochondriale et
I'intégrité de I'ADN dans le sperme congelé-décongelé ne sont pas aussi apparents que dans

I'échantillon frais du méme éjaculat [153]..
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conclusion

La congélation de la semence équine a pris du retard sur son espece pour un certain nombre
de raisons : 1) difficultés a en réaccorder un nombre adéquat, 2) jusqu'a récemment, un
moratoire sur I'lA et le transfert d'embryons et 3) la faible concentration d'hommes dans
la plupart des installations, ce qui rend trés coQteux Equipement CP peu pratique pour la

plupart des installations.

Par conséquent, l'industrie équine serait un grand bénéficiaire de tout nouveau systéeme

peu colteux, potable et fiable.

Actuellement, la méthode la plus efficace est un congélateur électrique a débit controlé,
qui nécessite de I'électricité, une grande quantité d'azote liquide, et donc difficilement
déplacable, ce qui nécessite de déplacer des étalons ou de la semence vers des installations

centralisées.
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