[l. Facteurs influencant la qualité et la quantité de la

semence

[11.1. Tératozoospermie ou tératospermie

.1.1 Définition [37, 75, 76]

Un animal tératozoospermique produit un éjaculat contenant moins de 40 % de
spermatozoides normaux. Au contraire, le sperme d’un male normospermique contient plus de 40 %
de spermatozoides normaux, la semence est de trés bonne qualité pour plus de 60 % de formes
normales.

11.1.2  Etiologie [37, 75, 76]

La fréquence des chats tératospermiques est tres élevée, puisqu’on trouve plus de 29 % de
males touchés dans cette population [75]. Cependant, il semblerait que I'espece féline soit touchée
dans son ensemble [37].

L’étiologie de cette affection est encore inconnue dans cette espece. Des études ont été
menées chez certains grands félins sauvages comme le guépard [75] et dans une population isolée
de lions [74]. On a pu établir un lien avec la consanguinité et la diminution de la diversité génétique
qui en résulte. Une concentration diminuée en testostérone circulante a également été corrélée a
l'incidence de la tératospermie.

On note cependant une taille accrue des testicules chez les males tératospermiques (30 %
plus large) et un volume des tubes séminiferes plus élevé de 40 % environ (p < 0,05) [50].

Les génes exprimés par le testicule ont été étudiés. Pukaghahf{bl] nous donnent déja
guelques indications : 71 genes sont surexprimés (2 génes de réparation de I'ADN et de
recombinaison) et 97 sont seeprimés par rapport aux chats normospermiques (6 génes de
réparation de 'ADN et de recombinaison, 5 génes de transcriptions, 5 génes d’apoptose et 4 genes
du cycle cellulaire).

D’autres études plus précises concernant ces genes « candidats » sont nécessaires, afin de
mettre en lumiére leur réle dans le caractere tératospermique de la semence.

1.1.3 Caractéristiques de la semence de félins
tératozoospermiques et anomalies morphologiques les plus

fréquentes
Howard et al [37] et Jayaprakash [40] ont comparé deux populations de chats, l'une
tératospermique et I'autre normospermique. Les caractéristiques des éjaculats sont répertoriées dans
le tableau 5 et les formes anormales mises en évidence sur la photo 12 (autre étude de Zambelli).
D’autres formes anormales sont présentées en figure 13 chez le lynx roux.
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Tableau 5 Caractéristiques séminales, volume testiculatr@cidence des spermatozoides de
morphologie normale et anormale chez les chats ospaTmiques et tératospermiques [37].

(moyenne+/-écart type, p<0,05)

Ejaculats normospermiques Ejaculats tératospermigques
(n=18) (n=18)
Volume (L) 1241495 074495
Concentration en 1676%43 6 361 3+436
spermatozoides {.10°/ml)

Maobilite (%) 8441540 73359

Mobilité progressive 42403 37403

Index de mobilité 844452 736452

Spermatozoides 170+3 8 246138

mohiles/&jaculat {.10°)
Volume testiculaire (cm’) 43406 38406
Spermatozoides normaunx (%) 71664 338464
Spermatozoides anormausx (%)

Macrocephale 010,03 0,240,03

Microcéphale 01+0,03 0.240,03

Bicéphale 0,240,2 21402

Tricéphale 0,0 08405

Aplasie mitochondriale 0,0 04401

Flazelle enrouls 21416 53116

Piece intermediaire lige avec 93435 241435
gouttelettes

Piece intermediaire lige sans 10413 23413
pouttelette

Flagelle li2 aver pouttelettes 0,9 46,2 5.4 46,2

Flagelle lié sans gouttelettes 58170 82470

Gouttelettes cytoplasmigues 22415 51415
proximales

Gouttelettes oytoplasmigues 6,712,0 121820

distales
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Figure 12: Quelques formes de spermatozoides retrouvésiempgaculats de chat
normospermique (A) ou tératospermique (B) [78].

(Coloration au vert FCF et rose Bengale ; grossisse de 1000). Acrosome normal (C) ; acrosome
Iésé (D) ; acrosome enflée (E) ; absence d’acrogéinespermatozoide normal (G) ; gouttelette
cytoplasmique avec (H) ou sans (I et J) piecernméeliaire ; gouttelette cytoplasmique proximale

() ou distale (H et J) ; flagelle double (K) ;delle enroulé (L) ; macrocéphalie avec aplasie
mitochondriale partielle (M) ; microcéphalie avexdtasie mitochondriale totale (N) ; flagelle en
anneau (O) ; téte piriforme (P)
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Figure 13: Spermatozoides de lynx roux colorés au Bleu aen@@ssie observés a I'objectif x 1000
[25].

Morphologies : N : normale ; Mic. : microcéphaliBir. Téte piriforme ; AMP : piéce intermédiaire
anormale ; BMP : courbure de la piéce intermédiaBE : courbure du flagelle ; LH : acéphale ;
B : acrosome intact ; C : acrosome anormal ; Dosame endommagé ; E : acrosome manquant.
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Vingt-deux des 28 espéces de félins sauvages dasppidrme a été étudié se sont avérées
tératospermiques[60], comme le présentent le tabfea45] et la figure 14 [46]. La plupart du
temps, la tératospermie s’accompagne d’oligospeomié’aspermie.
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Tableau 6 Caractéristiques du sperme de six félins[45].

Volume en mL.

Ejaculat Chat Léopard Tigre Chat Guépard | Léopard Panthére
[Felin (Prionaiius (panthera [Felix [Acinonyx tachets de Flaride
catus] hangalensis) tigiris) -:a tus) Jubatus) [NEafélis {Felis
normasp. | n=43 n=62 teratosp. | n=60 nebulosa) concalor
n=45 n=31 n=147 coryi]

n=39

Volume 0,23 029401 646+0,4 | 0,20 15+1 0,95+0,1 | 1,6+0,2
+,06 H),09

Concentration 198.0 556177 38,8+6,7 | 2150 29356 (37,6333 | 9,3+19

(-10%/mi) +19,3 +10,6

Maobilite %) 86,2 684129 J0,83,1 | 80,2 670+20 | 66,114 | 50340
1.7 *1.4

Maobilite 42303 | 3,640,1 3586 | 3702|361 34+01 2,70,2

progressive

Spermatozoides | 76,2 682446 62,1+1.8 | 246 213+20 (159431 | 86+11

normaux () +31 +1.65

Spermatozoides | 23 8 31,2#1 379+21|754 JB87+13 | B41#13 (914+11

anormaux (%] +13 2.4

Acrosome 3,504 | 43+0,8 62401 | 26401 | 154+21 | 36,7223 | 3654+2,2

anormal

Le nombre entre parenthese indique le nombre diesréalués.

Domestic cat
Leopard cat
liger (Siberian)
Jungle cat
Ocelot

Pampas cat
Jaguar

Leopard

Serval
Geoffroy's cat
Snow leopard
Tiger (Sumatran)}
Fishing cat
Margay
Tigrina

Asian golden cat
Asian lion
African lion
Jaguarundi
Texas puma
Cheetah
Clouded leopard
Florida panther

Figure 14: Pourcentage de spermatozoides normaux [46].
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La panthere de Floride a plus de
nébuleuses ont plus de 70 % de formes anorméadesefl4).
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Le guépard produit une trés grande proportion densatozoides anormaux par éjaculat : 65
a 76 % d’apres Wildet al.[74-77] Le taux sérique de testostérone chez Iépayas anesthésiés est
généralement compris entre 0,3 et 0,5 ng/ml, cecoguiespond aux valeurs mesurées chez le chat
tératospermique [37].

On retrouve la méme corrélation entre tératospepniaible testostéronémie chez le lion.
Deux populations de lions ont été étudiées en Taezan 1987 [74]. Une d’elles présente une
grande variabilité génétique et ne produit que 28&spermatozoides pléiomorphiques avec un
taux de testostérone circulante de 1,2 a 1,8 nd/ilitre est géographiqguement isolée, issue d’'un
nombre restreint d’individus (15) et sa variabilgénétique est réduite (forte homozygotie): elle
produit environ 50 % de formes anormales par épatl sa concentration sérique en testostérone
circulante est de 0,4 a 0,7 ng/ml, significativetri@os faible.

Brown et al. [10] se sont penchés sur I'étude de la fonctiomago-hypophysaire des lions
tanzanien (population du cratere du Ngorongoro @pufation du Serengeti). lls ont mis en
evidence une plus faible motilité et des formesriaates importantes principalement chez les
jeunes adultes de la plaine du Serengeti, assadiée faible activité hormonale. Au contraire, les
lions du cratere du Ngorongoro, quelque soit I'agesentaient des semences de mauvaise qualité,
sans relation directe avec la sécrétion hormoh&ge influe donc significativement sur la qualité
de la semence.

L’incidence du type d’anomalie retrouvée semble @&troitement liée a I'espéce étudiée
[37]. Le guépard, le |éopard et le puma produiseplus fréquemment des spermatozoides avec un
flagelle enroulé ou une piece intermédiaire lidersaque les lions semblent plus touchés par les
gouttelettes cytoplasmiques et les flagelles fé@s76].

La coincubation de spermatozoides de chats normospeesiigie I€éopards ou de tigres
avec des ovules cespécifiques a donné lieu a uféeondation dans plus de 60 % des cas. Le tigre
et le léopard sont connus pour produire panomalies morphologiques. Au contraire, peu de
fécondation ont eu lieu avec le sperdeechats tératospermiques (50,3 %), de guépard {25,de
puma (33,5 %) et de léopatacheté (0 %). Les trois espéces de félins sauvaiges appartiennent
a des especennues pour étre tératospermiques. On peut doacqde la fertilisationn vitro
connaitdes résultats moindres en présence de gamétesanoemn grand nombre [52].

Par ailleurs la capacitation est plus longue daes espéces, comme chez le chat
tératospermique [45] : le léopard, le léopard ttEhet le guépard produisent une semence qui
nécessite 3 heures pour étre capacitée, alorssuffit de 2 heures au chat normospermique. Les
spermatozoides de tigre n'ont méme pas atteintaldespost-capacitation dans les conditions de
'expérience. L'expérience de Byerst al. [11] a cependant permis la capacitation des
spermatozoides de tigre de Sibérie en 2 heuresutbation a 37 °C dans du plasma séminal ou un
milieu capacitant.

Une autre étude [2] a montré une origine différedés anomalies constatées sur les
spermatozoides selon la position au niveau dedidpine félin. Celui-ci a été « découpé » en six
segments (figures 15) : la maturation commence adsuxiéme et troisieme segment, la motilité
débute dans le quatrieme segment et c’est austiendroit que la gouttelette cytoplasmique passe
d'une position proximale a distale, et durant téaittransit épididymaire, le pourcentage de
spermatozoides immatures malformés décroit, coatn@nt aux anomalies de flagelles qui
augmentent au plus proche de I'abouchement épiditlym
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Figure 15: Schématisation et topographie des localisatimsssegments épididymaires chez le chat
[2].

V.d. : canal déférent ; D.e. : canal efférent.

Figure 16: Variation de maturation du sperme de chat [2].

Conformation et anomalies des spermatozoides datenhl déférent et les six régions
épididymaires. DE : canal déférent.
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La figure 17 récapitule les défauts structurauxoeictionnels observés dans la semence
féline.

67



Figure 17: Représentation schématique des conséquencdmoforalles liées aux anomalies
structurelles observées chez les spermatozoidédinietératospermiques [75].
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1.1.4 Comment s’affranchir de la tératospermie ?

Howard et al. [37] ont montré que la technique de « swim» permettait d’améliorer la
gualité de la semence de chats tératospermiques. Moes concerne tout spécialement car il
s’avére neécessaire d’obtenir une semence de qualdét denvisager de mettre en place le
processus de congélation qui altérera immanqualpleome partie des spermatozoides comme nous
le verrons plus loin.

Le procédé de « swhup », détaillé en annexe 8, permet de réduire legemtage de
formes anormales, excepté pour ce qui est de l'alierde liaison du flagelle dont le pourcentage
double au contraire. Chez les chats tératospermique obtient 1,5 fois plus de spermatozoides
normaux apres le « swiop ». La mobilité (pourcentage de spermatozoideilewet index de
mobilité ou SMI) est améliorée quelle que soitd@ylation considérée.

Une autre étude d’Howardt al [38] montre des résultats similaires concern&ftelt
bénéfique du « swimap » avec un pourcentage de formes normales augr@6 % avant contre
66,5 % aprées), approchant la valeur normosperndgaesjaculats témoins (71,8 %).

Nous avons vu que la concentration en spermatozddtht plus élevée chez les chats
tératospermiques, mais que le nombre de spermdesmoiormaux par éjaculat était le méme que
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chez les normospermiques. Il semblerait cependant'gn ne récupére qu’une moindre proportion
de ces spermatozoides normaux chez les tératospersnapres « swhup » (annexe 8) : 4,9 %
contre 11,1 % chez les normospermiques.

La dilution améliore les qualités du sperme témdomique. Cependant, elle n'a pas
d’influence sur le sperme des félins normospernsque

Maintenant que le probleme majeur de la tératosieedes félins a été évoqué, nous allons
décrire les autres facteurs influencant la quditda semence féline.

[11.2. Facteurs environnementaux

I11.2.1  Eclairement

Comme chez la femelle, le male est tres sensitdgbhotopériode, dont dépend son activité
sexuelle et sa libido. Il faut donc essayer d’augperel’éclairage artificiel des félins dont la iété
reste discutable [73].

La période séche est plus propice a la productionedsemence de bonne qualité chez le
jaguar [49], étude explicitée en annexe 9.

[1.2.2 Stress

Tout stress peut affecter la libido. Notons que&dasport est un facteur de stress important
et qu’il peut affecter de facon considérable ladiib Ceci peut poser probleme lors de saillie
organisée a distance pour les félidés sauvages.

La captivité joue un réle non négligeable dandress des animaux. Aucune étude ne porte
sur ce sujet de facon spécifique, mais la diffieuncontrée par plusieurs parcs zoologiques a
obtenir une reproduction satisfaisante de leuisd@n est la preuve.

Le comportement d’évitement des guépards face 13 leu¢dateurs, que sont le lion et la
hyene tachetéeCfocuta crocuty a des conséquences en ce qui concerne la repimduCeci a
été confirmé par cette étude [21] mettant en éwvidda fait que la reproduction des guépards est
plus active dans des zones de faibles densitésude prédateurs.

[1.2.3 Alimentation

La malnutrition est également un facteur de stregss plus insidieuses sont les carences.
Seules les carences graves ou les déséquilibresuraajurables produisent des effets nets. Parce
gue la fonction de reproduction est prioritairde @lst 'une des premiéres a étre affectée par les
déficits nutritionnels [51].
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D’un point de vue qualitatif, les aliments indispahles sont les acides gras essentiels, les
vitamines liposolubles, la vitamine B12 (elle iMient dans le catabolisme des stéroides), I'acide
pantolénique (cofacteur de la synthese des st&pitiede (qui intervient dans le métabolisme
thyroidien) et le phosphore (élément clé des tramspl’énergie a I'échelle cellulaire).

De plus, le félin est sujet a des troubles du nudtsie de la vitamine A.
L’hypervitaminose A provoque une dégénérescendetdgre qui s'’accompagne d'un arrét de la
spermatogénése. Au contraire, du fait de leur isipddé a métaboliser I8 carotene, les félidés
sont trés sujets aux hypovitaminoses A dont less@pmences sur la fonction de reproduction
restent a démontrer. On note cependant que cdéetiah se traduit par I'apparition de Iésions
ankylosantes de la colonne vertébrale. La raidauen résulte peut rendre le coit impossible et/ou
douloureux.

I11.3. Interaction avec les molécules anesthésiques

Comme toute molécule chimique, il n’est pas inselespenser que les agents anesthésiques
peuvent interférer avec la qualité de la semenéleyée, positivement et/ou négativement.

Certains auteurs préconisent une prémeédicationazixe ROMPUNY a 1mg/kg par voie
intramusculaire ; ou thiopental sodique (2,5 %)d6atropine (au rapport ¥4) par voie intraveineuse
lente jusqu’a suppression du reflexe d’agitatios mh@ustaches [42] ; ou encore acépromazine [73].

On utilise préférentiellement le protocole anesthés suivant : kétamine IMALGENE
1000® administréeseule a 2533mg/kg en IM ou kétamine a 5 mg/kg associéeraddétomidine
DOMITOR® a 80ug/kg en SC ou encore médétomidine seule alB0ug/kg SC. Ce dernier
protocole semble accroitre la concentration ennsgterzoides [78].

Les anesthésies répétées ne semblent pas altérali® de I'éjaculat [54].

De plus, selon Doolet al [20], la kétamine ne contribue pas au flux rétaog de
spermatozoides dans la vessie durant I'électro@éan comme cela avait pu étre suspecté.

Le prélévement par éjaculation pharmacologiquernmehtite a également été étudié chez le
chat par Zambelket al [79, 80]. L'isoflurane a aussi été testé et edgemnine meilleure mobilité de
la semence chez le chat domestique [41].

Un protocole anesthésique kétamine/propofol sur laes a été aussi évalué [22], en
comparaison a deux autres protocoles déja utiliséspremier groupe de lions fut induits a la
xylazine (1 mg/kg) puis a la kétamine (10 mg/kgjr@gramusculaire, une antagonisation étant alors
possible avec de la yohimbine a 0,1 mg/kg en ieireause ; le deuxieme groupe, induit par une
injection de ketamine (10 mg/kg) en intramuscul@ivés un relais kétamine (2 mg/kg) /diazepam
(0,2 mg/kg) en intraveineuse; et enfin le troisergroupe, anesthésié par une injecton
intramusculaire de kétamine (10 mg/kg) puis rela@isieux au propofol (1 mg/kg en bolus une fois
puis a la demande, de 0,5 en 0,5 mg/kg). Une fréimpueardiaque plus faible et un tonus de la
machoire moins prononceé furent observés dans lepgrain par rapport au groupe deux. Aucun
effet secondaire n’a été observé suite a l'injectie propofol, qui peut donc étre considéré comme
approprié et sans dangers en tant qu’anesthésgqoeihtenance chez le lion.
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Une autre étude sur le propofol vient corroborepiécédente, et ce chez les félidés en
général [13].

[11.4. Contamination urinaire [18, 20, 53, 54]

L’éjaculation rétrograde est le phénomene de reibtixl ou partiel de la semence maéle lors
de I'éjaculation, allant de la partie postérieueel'dretre a la vessie. C'est un processus connu et
mis en évidence chez ’lhomme, moins connu chemfiah mais décrit chez le chien [27].

Ainsi, comme I'étude de la neuro-physiologie degpareil génital male des félins nous I'a
montre, la stimulation électrique des sondes restahtraine-t-elle la contraction des musclesdisse
des voies spermatiques efférentes, et par la mEmmyntraction des muscles lisses vésicaux et
uretraux. Les spermatozoides ayant reflués damstiet la vessie sont réexpulsés en présence
d’'urine. Ce milieu de pH acide n’est évidemment ppmal pour la survie des spermatozoides,
nous l'avons vu dans les paragraphes précédents.

Il est donc indispensable de pallier a ce probldmeontamination urinaire.

Pour les prélevements par électroéjaculation, orarque qu’une contamination urinaire se
produit le plus souvent a partir de 8V [28,76],0et observe fréquemment une contamination
urinaire de I'éjaculat pour une tension supérieuéeV [65].

De plus Iimportance du flux rétrograde varie d'umdividu a l'autre. Nous avons vu
précédemment que ce phénomene était présent pigigiobment chez certains chats. Il existe
également une forte proportion de chats oligozawsipeies, mémes s’ils sont matures
sexuellement, ce qui est visible d’aprés la talds organes génitaux externes et le développement
des spicules sur le pénis. L'oligozoospermie pégt éue au chat lunéme ou au flux rétrograde
vésical plus ou moins abondant [78].

Pour éviter la contamination urinaire, certainseatd proposent de vidanger préalablement
la vessie et de la laver avec du chlorure de sodiud® %. On peut la remplir ensuite avec du
milieu de dilution afin de tamponner l'urine en yeétion (Hill Debrandt, Institut zoologique de
Berlin, données non publiées, communication pettgne

L’objectif de I'étude de Beaufayet al. est de mettre en évidence un avantage potentiel de
I'utilisation de la phénylpropanolamine sur ce pbr@ene d’éjaculation rétrograde : une dose de 4 a
8 mg/kg de cette molécule administrée cing jouranaw'électroéjaculationper os, de fagon
journaliere, diminue significativement la pressiaglans l'uretre distal et donc fait baisser
considérablement le reflux [8]. D'un point de vueatmue, I'administrationper os de la
phénylpropanolamine avant la récolte de semenceélg@troéjaculation est quasi voire méme
totalement impossible pour des espéces sauvages.

Un autre parameétre a considérer lors de prélevemdmtsemence féline est le type de
molécule d’anesthésie utilisé, permettant une nmreimdntamination urinaire. Par exemple, il faut
éviter I'acépromazine en prémédication car elledgmge fortement I'anesthésie et peut entrainer
une contamination urinaire de I'éjaculat [65].
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Ainsi, I'étude du contexte bibliographique actuel wus a permis de mettre en lumiéere
les différents aspects d’ores et déja maitrisés @matiere de reproduction féline assistée.

On dispose de données anatomiques précises, maistaies points de physiologie
restent en suspens. En effet, 'age de la pubertdez les félidés sauvages est mal défini et
certaines questions quant a la régulation neurochimque de I'érectionéjaculation restent a
explorer. En outre, le déterminisme nerveux et muitactoriel de I'érection-€jaculation, ainsi
gue les particularités anatomiques liées a I'espegpénis interné) rendent le prélévement de
sperme difficile.

Il existe cependant plusieurs techniques ayant faiteurs preuves. La méthode de
préléevements de semence féline de choix est I'élec€jaculation.

La rétrospective des données bibliographiques content I'électroéjaculation chez les
félidés ayant été faite, nous pouvons détailler lprotocole expérimentale se basant sur cette
théorie mis en place en collaboration avec le CRESA dans le but d’améliorer la
reproduction meédicalement assistée des grands fééin
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