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Introduction

La selection animale a largement augmenté le potentiel de production des
animaux et a transformé les vaches laitiéres en de vraies machines a produire. Le
premier facteur de la production laitiére est certainement 1’alimentation, ainsi la
composition du lait et la quantité produite sont étroitement liées a ce qui est offert aux
vaches.

Cependant, de nombreux facteurs ont une part déterminante dans cette
production (Roche. 2006), a savoir : le patrimoine génétique, la conduite d’élevage, le
logement, la maitrise sanitaire, sont autant d’éléments apportant leur contribution a
une production optimale, néanmoins ils restent intimement liés aux performances de
reproduction. Cette derniére est ’événement majeur sans lequel la vache ne peut
donner naissance a son veau et par lequel ne peut initier sa lactation.

Aujourd’hui, 1la reproduction de 1la vache laitiere connait des
dysfonctionnements majeurs malgré 1’amélioration des connaissanceS concernant le
déroulement du cycle cestral, les moyens de maitrise thérapeutique tels que les
protocoles de synchronisation des chaleurs, et les divers progres zootechniques
(Disenhaus et Grimard, 2005).

La réussite de la reproduction est une suite d’événements ou la vache doit étre
cyclée, exprimer des chaleurs et étre détectées, inséminée au bon moment, produire
un ovocyte fécondable, I'utérus doit pouvoir accueillir ’embryon, lui permettre de
s’implanter et de survivre durant toute la gestation (Lucy.2000).

Ainsi, l'efficacité de la reproduction est un facteur majeur affectant I'efficacité
productive et economique de la production de viande et du lait. Pour maintenir la
sante, la fonction de reproduction et la capacité de production, les vaches doivent
disposer de réserves corporelles suffisantes, en particulier les vaches laitieres (Torre et
al, 2014).

Dans ce contexte, il a été démontré que la note d’état corporel (BCS) est
associé a la fois phénotypiquement (Buckley et al. 2003) et génétiquement (Berry et
al. 2003a) aux performances de reproduction. L’évaluation du BCS est un moyen
efficace pour mesurer la quantité d’énergie métabolique stockée sous forme de graisse
et de muscles sous-cutanés chez un animal (Wildman et al. 1982; Wagner et al. 1988;
Edmonson et al. 1989 ; Houghton et al. 1990). Plusieurs auteurs recommandent
d’évaluer le BCS car il reflete 1’état nutritionnel (Short et al. 1990; Arregu’in et al.
1997), chez le beeuf (Rae et al. 1996) et les vaches laitieres (Wildman et al. 1982 ;
Edmonson et al. 1989).
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Introduction

La note d’état corporel peut constituer un trait indicateur efficace pour la
sélection visant a réduire I'incidence des maladies, notamment le suivi des variations
de I’état corporel considérées comme indicateur du statut énergétique des vaches
(Wildman et al. 1982).

La relation entre le BCS et I’incidence des maladies métaboliques a été déja
décrite (Gearhart., 1990). L'état nutritionnel et la lactation sont les principaux facteurs
influant sur la durée de I'ancestrus postpartum chez les bovins (Short et Adams, 1988;
Randel, 1990). Un certain nombre d'auteurs ont souligné les effets du BCS sur le
vélage et son influence sur la lactation, la santé et la fertilité chez les vaches laitiéres a
forte production (Gearhart et al. 1990; Ruegg et al. 1992; Waltner et al. 1993; Ruegg
et Milton, 1995; Heuer et al.1999).

Lorsque les vaches ont de faibles réserves d’énergie corporelle, elles risquent
davantage de souffrir de maladies, de troubles métaboliques, d’échec de la
reproduction et de la production de lait (Edmonson et al. 1989). Les vaches laitieres
ayant des réserves de graisse excessives au moment du vélage risquent davantage de
produire moins de lait et de souffrir de troubles de la santé et de la reproduction ; les
geénisses laitiéres présentant un excés de BCS ont des difficultés a étre gestantes ainsi
que des troubles du développement de la glande mammaire entrainant une baisse de
productivité (Morrow, 1976; Fronk et al., 1980; Boisclair et al., 1986; Gearhart et al.,
1990).

Les facteurs nutritionnels peuvent agir directement ou indirectement a 1’aide
de certaines hormones du métabolisme sur le développement folliculaire, la qualité
ovocytaire ainsi que sur le développement embryonnaire. La période de transition,
d’environ 4 semaines avant et 4 semaines apres vélage, est particulierement
importante pour la santé et la performance ultérieure des vaches laitieres, qui sont
exposées a des changements physiologiques séveéres et au stress métabolique lié au
déficit énergétique et a une forte production laitiere (Grummer, 1993; Goff et Horst,
1997; Drackley, 1999), ceci engendre une augmentation des besoins en oxygene, ce
qui entraine a son tour ’augmentation de la production des espéces reactives de
I’oxygene (Rizzo et al.2013).

Le stress oxydatif survient dans un organisme vivant lorsque la production
d’especes réactives de I’oxygene (ERO) dépasse la capacité du systéme antioxydant
(Sies, 1991). La production excessive des radicaux libres peut endommager les

macromolécules, y compris les lipides, les protéines, les polysaccharides et I’ADN, et
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Introduction

endommager ainsi les cellules et avoir des effets néfastes sur le fonctionnement
meétabolique. Ceci entraine des Iésions cellulaires et une susceptibilité croissante a
divers troubles de santé, notamment le dysfonctionnement immunitaire, le sepsis, la
mammite, 1’acidose, la cétose, 1’entérite, la pneumonie et d’autres maladies (Sordillo
et Aitken, 2009 ; Celi, 2011).

Le stress oxydatif peut entrainer des modifications des fonctions
physiologiques et métaboliques importantes. Chez la vache laitiere, 1’étiologie de
certaines maladies et des troubles de reproduction sont une implication du stress
oxydatif au cours de la période de transition (Harrison et al, 1984 ; Smith et al, 1984 ;
Grohnet et al, 1989, Lomba, 1996). Chez la femme, plusieurs études ont établi un lien
entre D’infertilité et ’augmentation des niveaux de stress oxydatif dans les diverses
macro et microenvironnements critiqgues du corps, dont les différents liquides
biologiques et les différents organes qui manifeste dans le processus de reproduction
(Oral et al, 2006).

Cependant, chez les bovins il existe peu d’informations sur la relation entre le
statut oxydatif et le BCS. Ainsi, dans le cadre du présent travail nous nous sommes
fixés comme objectif I’é¢tude de I'impact du BCS sur le statut oxydatif dans les
différents compartiments du tractus génital de la vache.

Dans notre étude le BCS des vaches a été évalué avant abattage et les notes ont
¢été attribuées de 1 a 4 a I’aide d’un vétérinaire, puis les matrices ont été récupérées
juste apres et les différents tissues a étudier ont été collectés. Le nombre de follicules
a été estimé par échographie des ovaires. Nous avons également évalué le statut
oxydatif dans le sérum, le liquide folliculaire, le liquide utérins, les cellules
oviductales et les ovaires en explorant trois marqueurs biochimiques du stress
oxydatif qui sont le statut antioxydant total (SAT), I’activité enzymatique de la
catalase (CAT) et la peroxydation lipidique (test TBARS).

v



Chapitre 1 : Physiologie de I'appareil reproducteur de la
vache

Physiologie de I’appareil reproducteur de la vache
1.1. Ovogenese

Chez la vache, I'ovogenése, débutée lors du développement embryonnaire,
sera arrétée a la prophase méiotique, laissant les ovocytes primaires entourés de
cellules folliculeuses. Le nombre de ces follicules primordiaux est 235000 a la
naissance chez la vache (Mailot et al. 2001), il diminuera avec 1’dge par
dégénérescence. Au cours de la succession des cycles, certains ovocytes iront jusqu’a
la maturation et la ponte ovulaire, tandis que la majorité dégénérera dans les follicules
atrésiques.

Seulement quelques centaines d’ovocytes primordiaux achéveront ainsi la
premiére division de la méiose pour évoluer en ovocyte secondaire avec émission du
premier globule polaire, suivie de la seconde division méiotique. C’est au stade
métaphase de cette division qu’a lieu I’ovulation, et la maturation finale se déroulera
lors de la fécondation, avec émission du second globule polaire (Bosio. 2006).

1.2. Folliculogenese

La folliculogenése est un phénoméne continu avec succession des differentes
étapes du développement du follicule. Ce dernier est une structure endocrine
temporaire, depuis le moment ou il sort de la réserve constituée lors du
développement embryonnaire, jusqu’a sa rupture au moment de 1’ovulation. (Voir
figure 1).

A partir de la puberté, chaque jour, environ 80 follicules primordiaux
(diameétre 30 pum) debutent leur croissance par multiplication des cellules folliculaires
et developpement de I’ovocyte (Fieni et al. 1995 ; Mialot et al. 2001). Cette
croissance aboutit successivement aux stades de follicule primaire, secondaire puis
tertiaire, a partir duquel commence la différenciation de I’antrum. Au cours de cette
croissance, les follicules acquiérent également des récepteurs les rendant
potentiellement capables de répondre a une stimulation gonadotrope : récepteurs a LH
pour les cellules de la théque interne et récepteurs a FSH pour les cellules de la
granulosa (Ennuyer. 2000 ; Fieni et al. 1995).

La maturation qui s’ensuit et qui ne concerne que quelques centaines de
follicules pour toute la période de la vie génitale, est communément décrite par les
concepts de recrutement, sélection et dominance. Elle est sous I’influence des

gonadotrophines puis I’émergence d’un ou de plusieurs follicules ovulatoires.
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Chapitre 1 : Physiologie de I'appareil reproducteur de la
vache

Le recrutement est I’entrée en croissance terminale d’un groupe de follicules
gonadodépendants. La sélection est I’émergence parmi les follicules recrutés. La taille
folliculaire au moment de la sélection correspond globalement a la taille ou
apparaissent les récepteurs a LH sur la granulosa (massifs de cellules folliculaires).
Enfin, la dominance correspond a 1I’amorce de la régression des autres follicules
recrutés et au blocage du recrutement d’autres follicules.

Avant la phase de recrutement, le développement folliculaire est trés lent
puisque le stade précavitaire n’est atteint qu’apres 200 jours (Ennuyer. 2000 ; Fieni et
al. 1995). Au cours de cette période, ’ovocyte passe de 20 a 120 um et s’entoure de la
membrane pellucide. Les follicules dont la taille est supérieure & 5 mm sont
recrutables, c'est-a-dire qu’ils sont sensibles aux gonadotrophines. Aprés recrutement,
la croissance folliculaire est extrémement rapide (environ 1.5 mm/jour),
essentiellement par gonflement de I’antrum.

Le moment de la sélection est difficile a déterminer chez la vache en raison de
I’existence de vagues folliculaires qui entrainent la juxtaposition de phénomeénes de
régression et de recrutement. Chagque vague de croissance dure chez la vache une
dizaine de jours (2 vagues par cycles) ou environ six jours (3 vagues par cycles). Plus
précisement, les vagues débutent a J2, J8 et J14 pour des cycles a 3 vagues (JO
correspondant a I’ovulation) : c’est le cas le plus fréquents chez la génisse. Elles
apparaissent a J2 et J11 pour des cycles a 2 vagues, essentiellement chez les vaches
adultes (Ennuyer. 2000).

Pour chacune de ces vagues, qui surviennent au hasard entre les deux ovaires,
un follicule grossit beaucoup plus que les autres. C’est ce follicule dominant qui sera
susceptible d’ovuler si sa phase de maturité correspond a la lyse du corps jaune du
cycle précédent. Ce follicule ovulatoire se caractérise par une taille maximum de 16 a
20 mm (des follicules de 8 a 10 mm peuvent toutefois ovuler), un nombre de cellules
de la granulosa maximum ainsi qu’une atrésie systématique des follicules de taille
immédiatement inférieure.

La croissance terminale du follicule préovulatoire, qui se déroule pendant la
phase folliculaire, est explosive, de ’ordre de 5 @ 6 mm par jour (Fieni et al. 1995). Le
follicule ovulera si le corps jaune du cycle précédent a régressé. En général, un seul
follicule ovule par cycle ; la fréquence des ovulations multiples est de 3 a 6% chez la
vach. (Bosio. 2006.)
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Figure 1 : Chronologie du déeveloppement folliculaire chez la vache (Webb et al.
1999).
» Le liquide folliculaire

Le liquide folliculaire participe aux etapes finales de la maturation de
I’ovocyte. Il contréle avant, I’ovulation, les derniéres modifications transcriptionelles
qui permettront a I’embryon d’effectuer ses synthéses protéiques au cours des
premiéres divisions de segmentation. Le liquide folliculaire peut également protéger
I’ensemble ovocyte cumulus contre les enzymes protéolytiques qui attaquent la
couche de collagéne de la paroi du follicule au moment de 1’ovulation. Son role réel
est finalement commun, il est présent sur le site de fécondation en parallele avec la
capacitation des spermatozoides dans 1’oviducte, il a en outre un réle dans le transport

de 'ovocyte de ’ovaire a I’oviducte lors de ’ovulation (Hansen et al. 1991).

Diverses études réalisées chez des mammiféeres démontrent clairement que le
liquide folliculaire contient des composants essentiels a la maturation et a la
fécondation des ovocytes et des molécules liées a la prolifération et a la
différenciation des cellules folliculaires (Gérard et al. 2002, Pinero-Sagredo et al.
2010) et qui induisent I’hyperactivation et la réaction acrosomique des

spermatozoides (Zhu et al. 1994).

)



Chapitre 1 : Physiologie de I'appareil reproducteur de la
vache

Des études antérieures ont examiné la concentration des espéces réactives de
l'oxygéne (Oyawoye et al.2003, Das et al.2006) et d'autres biomarqueur (Wallace et
al.2012) et ont tenté de corréler la biochimie du liquide folliculaire avec la
compétence développementale des ovocytes et de ’embryon avec un succes variable.

Des taux élevés de vitamine C dans la sécrétion folliculaire (Pascut et al.
1970) et d’hypotaurine (Meizl et al, 1980) ont un réle important dans la protection des
gametes et de ’embryon contre les phénomenes d’oxydation. Les acides aminés sont
présents naturellement dans le liquide folliculaire et seraient également nécessaires
pour la bonne réalisation des étapes précédant le développement embryonnaire
(maturation folliculaire, owvulation et fécondation) (Waston. 2000). Parmi les
différents acides aminés ; la taurine et I’hypotaurine sont des composés importants
pour la survie et la capacitation du sperme, le processus de fertilisation et le
développement embryonnaire. Ils sont présents dans les secrétions génitales,
I’hypotaurine aurait des effets protecteurs sur les dommages causés par le stress
oxydatifs (Guerin et al, 1995).

1.3.Formation du corps jaune

Immédiatement apres ’ovulation débute la phase lutéale. Ainsi, tout follicule
rompu étant le siege de remaniements cytologiques et biochimiques qui conduisent a
la formation du corps jaune. Cet organite contient des grandes cellules issues de la
granulosa et des petites provenant de la theque interne. En fin de croissance, il atteint
un diametre minimal de 20 mm (Mialot. 2001). Il sécréte essentiellement la
progestérone, mais aussi des cestrogénes.

L’évolution du corps jaune chez la vache se réalise en trois temps : une
période de croissance de 4 a 5 jours, au cours de laquelle il est insensible aux
prostaglandines ; un temps de maintien d’activité pendant 8 a 10 jours, enfin, s’il n’y
a pas eu de fécondation, une période de lutéolyse est observée macroscopiquement a
partir du 17°™ -18°M jours du cycle, aboutissant a la formation d’un reliquat ovarien
appelé le corps blanc (Fieni et al. 1995).

1.4.Le cycle eestral de la vache

La vache appartient aux espéces a cycle continu, c'est-a-dire des cycles sans

interruption et se succeédent toute ’année. La durée du cycle peut aller de 15 a 25

jours, avec une succession de plusieurs (2 ou 3) vagues folliculaires ; les variations
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dépendent de 1’age mais aussi de la race, de la saison et des conditions d’entretien de

I’animal (Derivaux. 1971).

Par définition, les vaches sont en cestrus (ou chaleurs) quand elles acceptent la

monte (en se tenant immobiles) par un taurecau ou d’autres vaches. Cet cestrus dur en

moyenne 12-15 heures (Derivaux. 1971), ainsi I’activité de 1’ovaire est mise en

¢vidence par D’apparition d’un comportement d’cestrus, celui-ci permettant de

caractériser le début d’un cycle cestral.

Les données relatives a la reproduction de la vache sont regroupées dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 1 : Donnees sur la reproduction de la vache

Propriété

Donnée

Référence

Age de la puberté

6-7 mois

(Driancourt et al. 1991)

Saison sexuelle

Toute ’année

(Driancourt et al., 1991)

Type d’ovulation Spontanee (Derivaux, 1971)

Type de cycle Polycestrus (Driancourt et al. 1991)

Moment de I’ovulation 10-12 heures apres la fin de (Driancourt et al. 1991)
I’ cestrus

Moment de | 35 jours (DERIVAUX, 1971)

I’implantation

Durée de gestation

280 jours (210-360)

(Driancourt et al. 1991)

Nombre de veaux par 1 (Driancourt et al. 1991)
portee 1-2 (Mc donald, 1969)
1.4.1.  Les différentes phases du cycle

Le cycle cestral de la femelle bovine est classiquement divisé en quatre

périodes (voir figure 2) : (Marien. 1993)

- Le procestrus :

c’est une phase au cours de laquelle on assiste d’une part a la

régression du corps jaune du cycle précédent et d’autre part au développement du

follicule préovulatoire, c’est une phase d’imprégnation cestrogénique.

-
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- L’cestrus : phase d’acceptation du male, elle se traduit par des signes majeurs et
mineurs, c’est une période de fin de maturation et ovulation ; c’est une phase
d’imprégnation cestrogénique maximale.

- Le postcestrus ou méteestrus : cette phase correspond d’une part a ’ovulation et
d’autres part a la formation et au fonctionnement du corps jaune ; c’est une phase
d’imprégnation progéstéronique.

- Le dicestrus : cette phase correspond au fonctionnement du corps jaune et sa

lutéolyse ; c’est une phase d’imprégnation progéstéronique.

Les durées des différentes phases du cycle sexuel de la vache sont regroupées

dans le tableau 2 :

Tableau 2 : Durée des différentes phases du cycle sexuel de la vache.

Procestrus (Estrus Métcestrus Dicestrus

(jours) (heures) (Jours) (jours)
3-4 (Mc donald, | 19 (Mc donald,|2 (Mc donald, |15 (Mc donald,
1969) 1969) 1969) 1969)

L’évolution cyclique comprend deux phases distinctes (voir figure 2) :

— La phase folliculaire ; cestrogénique qui se traduit cliniquement par la présence
d’un écoulement muqueux de plus en plus abondant et filant, et qui correspond
a la maturation des follicules de De Graaf.

— La phase lutéale ; progéstéronique, qui s’étend au cours de I’activité du corps
jaunes cyclique ; d’un écoulement muco-sanguinolent, d’une absence de

sécrétions muqueuses et d’une consistance flasque des cornes utérine.
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ovulation

Phase lutéale

Phase folliculaire

Figure 2 : Le cycle cestral de la vache (Reprologie.com).

1.4.2. Régulation hormonale du cycle cestral

Le coupable du cycle cestral chez les vaches laitieéres est I'ovulation du follicule
dominant (FD) avec des signes bien manifestés d'cestrus qui permettent une
insémination et une gestation réussies. La physiologie du cycle sexuel est complexe et
fait intervenir le systéme nerveux central (axe hypothalamo-hypophysaire) et 1’appareil
génital (ovaire et utérus) (Bruyas. 1991). Les interactions entre ces organes au cours
d’un cycle sont représentées sur la figure 3.

L’initiateur et le régulateur fondamental de la fonction reproductrice est la
GnRH (Gonadotrophin Releasing Hormone ou gonadolibérine). Cette hormone est
synthétisée et libérée par les neurones hypothalamiques, et se lie aux récepteurs
specifiques situés sur les cellules gonadotropes de I’antéhypophyse, ce qui provoque la
synthese et la libération des gonadotrophines, FSH et LH (Fieni et al. 1995).

Au cours du metcestrus, aprés les 48 premiéres heures suivant 1’cestrus, un
développement du corps jaune et une augmentation du taux de sécrétion de la
progestérone est observé, ainsi qu’une diminution des concentrations d’cestradiol. 1l en
résulte une augmentation progressive de la FSH responsable du développement des
follicules qui ont un diametre supérieur a 4mm au cours de la premiere vague de
croissance folliculaire (Thibault et Levasseur. 2001).

Cependant, un follicule (généralement le plus grand de la vague) développe des

quantités accrues de récepteurs LH, ainsi, ce follicule est sélectionné pour continuer a
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croitre malgré la baisse des concentrations systémiques de FSH, ce qui empéche

le

développement d'autres follicules non sélectionnés de la vague (Ennuyer, 2000). La

maturation du follicule dominant (FD) est maintenant associé a la fréquence d'impulsion

de LH et de FSH a laquelle il est exposé, et par production de facteurs locaux,

notamment les IGF (Sartori et al. 2004).

Le corps jaune néoformé se développe sous I’influence trophique de LH et de
la prolactine, d’origine hypophysaire, il sécrete a la fois de la progestérone et de
I’cestradiol, & l'origine d’un rétrocontrdle négatif marqué sur 1’axe hypothalamo-
hypophysaire. Lorsque la fréquence est d’un pic par heure, I’ovulation peut avoir lieu
lors de la levée de I’inhibition de la progestérone sur la production de GnRH, a la
suite de la lyse du corps jaune du cycle précedent (Ennuyer, 2000).

Le follicule dominant, libéré de I’imprégnation progéstéronique peut ainsi
poursuivre sa croissance sous ’effet de la libération de la FSH, il en résulte une
synthése maximale d’cestradiol, ’apparition d’un cestrus, une libération cyclique de

LH puis I’ovulation (Whittier. 1993).
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Figure 3 : Récapitulatif du contréle hormonal du cycle ovarien (Roche et al. 2007)
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L’impact de la nutrition sur la reproduction est reconnu depuis longtemps,
Aristote a écrit que la nutrition était le facteur environnemental le plus important dans
le controle de la conception, actuellement, les effets de la nutrition sur la reproduction
vont dans le méme sens, les animaux en mauvaise condition, ou perdant de poids ont
géneralement des performances reproductives non satisfaisantes, cela est le résultat
des stratégies alimentaires inadéquates et désequilibrés. Aprés le vélage, la vache
dirige en priorité I’énergie consommeée vers la production, et en second lieu vers la
reprise de la condition de chair. C’est seulement une fois que la vache aura la capacité
de faire face a ces besoins que le processus de reproduction sera initié. (Brisson,
2003).

2.1. Le statut énergétique dans la reproduction

La faible fertilité de la vache moderne est multifactorielle, impliquant une
amelioration génétique, une nutrition inadéquate, une mauvaise gestion de la
reproduction, une augmentation de I’incidence des maladies et I’entretiens des vaches.
(Lucy, 2001). L’impact relatifs de ces divers facteurs sur I’infertilité n’est pas bien
expliqué et compris. Il est généralement clair qu’il existe des interactions entre ces
facteurs avec différentes contributions de chaque facteur individuel dans les élevages
en fonction de la stratégie de gestion agricole spécifique. 1l devient de plus en plus
clair qu'une bonne gestion de la reproduction dépend d’une nutrition adéquate
optimale de la vache dont les besoins nutritifs varient en fonction de 1’état
physiologique et des besoins nutritionnels spécifiques pour prévenir les troubles
métaboliques (Boland et al. 2001 ; Overton et Waldron, 2004).

Chez les ruminants comme chez les autres mammiferes, les altérations de
I'énergie et du métabolisme des protéines en relation avec les variations du régime
alimentaire peuvent influencer les fonctions reproductives a différents niveaux de
I'axe gonadotropique. Par exemple, chez les vaches laitieres, I'équilibre énergetique
post-partum affecte le nombre de follicules, leur taux de croissance et de
développement, et la taille du follicule ovulatoire (Lucy et al. 1991a; Boland et al.
2001). Chez cette espéce, le bilan énergétique négatif (BEN) est un facteur de risque
important qui peut également atténuer la fréquence des pulsations LH (Butler, 2003)
et est responsable d’une cyclicité post-partum tardive (Beam et Butler, 1999).

Cependant, il existe des preuves qui indiquent que les effets nutritionnels sur le

recrutement et la croissance des follicules est faite principalement par le billet des

.



Chapitre 2 : Alimentation et nutrition dans la reproduction

signaux métaboliques directs a l'ovaire qui varient avec I'état métabolique (Lucy,
2003, Webb et al. 2004). Chez les moutons, une augmentation de la teneur
énergétique du régime alimentaire pendant quelques jours avant la reproduction
durant la phase lutéale tardive améliore le taux d'ovulation (Downing et Scaramuzzi,
1991).

Effet hormonal

De nombreux facteurs interdépendants sont impliqués dans les effets
nutritionnels sur la fertilité chez les ruminants. Ces facteurs sont les nutriments eux-
mémes (acides gras, glucose et acides aminés) et les signaux hormonaux provenant de
divers tissus périphériques ; I’insuline (pancréas), les IGF-I (foie), I’hormone de
croissance (GH) (hypophyse), hormones thyroidiennes (T3 / T4) et les adipokines
(tissu adipeux) telles que la leptine, I'adiponectine et la résistine. L'augmentation de la
production laitiére est associée a un bilan énergétique négatif en début de lactation et
a une fertilité réduite chez les bovins (Jorritsma et al. 2003, Brun-Lafleur et al. 2013).

Les follicules apparus devant un bilan énergétique négatif ont une croissance
réduite et produisent moins d'eestradiol et nécessitent donc plus de temps et une taille
plus importante pour atteindre un taux de sécrétion d'cestradiol capable de déclencher
la poussée de LH et I'ovulation (Beam et Butler, 1999). Il a été suggéré que les effets
néfastes du bilan énergétique négatif sur la fonction ovarienne sont exerces par une
diminution de la pulsatilité de la LH et une diminution des concentrations des IGF-I,
d’insuline et de glucose (Beam et Butler, 1999). La lipomobilisation qui distingue ce
probléme, due au faible taux plasmatique d’insuline et a la concentration élevée de
GH (hormone de croissance), est a la base de 1’augmentation des acides gras non
estérifiés (AGNE) dans le sang. Leurs métabolites ont un effet toxique direct sur les
follicules avec I'induction de lI'apoptose, de la nécrose et de I'arrét du développement
des cellules du cumulus (Jorritsma et al. 2004; Friggens, 2003). L'ovocyte est la
structure qui souffre le plus des modifications des besoins en énergie du corps, au
début du développement, la barriere hémato-ovocytaire est trés perméable et
I’ovocyte est presque directement en contact avec la circulation sanguine. La
perméabilité de cette barriere semble augmenter lorsque les follicules sont au stade
pré-ovulatoire, mais a cette étape, les métabolites sanguins sont capables de pénétrer
facilement dans le liquide folliculaire et d'agir directement sur I'ovocyte (Fernandez et
al. 2006).
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Au stade pré-vélage, des faibles taux plasmatiques de leptine peuvent étre
considérer comme marqueur pour mettre en évidence une premiére ovulation post-
partum retardé et une durée plus longue de I’intervalle de conception au vélage. A ce
stade, la concentration de leptine est directement liée au BCS de la vache et peut
indiquer la quantité de tissu adipeux disponible pour la lipomobilisation (Wathes et al.
2007). Le bilan énergétique négatif est capable de modifier négativement l'activité

ovarienne également par d'autres voies métaboliques.

L'insuline plasmatique, les IGF- 1 et la diminution de la leptine ont des effets
directs tels que la diminution de la sensibilité ovarienne aux gonadotrophines
hypophysaires, et des effets indirects sur le développement folliculaire, tels que la
fréquence de sécrétion des pulses plus basses de la LH hypophysaire. L'insuline a un
effet positif sur la sensibilité¢ ovarienne aux gonadotrophines, ce qui permet un
meilleur recrutement des petits follicules et le développement du follicule dominant.
(Rossi et al. 2008). Au cours de la premiéere semaine apreés le vélage il y a une forte
diminution des taux plasmatiques d'IGF-1 et cette baisse influe directement sur
plusieurs parametres de reproduction comme la durée du vélage a la premiére
ovulation et aux intervalles de conception. L'IGF-1 est essentiel pour améliorer
I'activité des gonadotrophines sur les structures ovariennes et pour stimuler la
prolifération cellulaire et la stéroidogenése folliculaire (Wathes et al. 2007).
Contrairement a I'lGF-1, les faibles taux plasmatiques d'insuline n'ont pas montré
d'influence forte sur la prolifération des cellules folliculaires, mais peuvent participer
a la régulation de la production d'cestrogénes en cas de diminution importante de
I'énergie (Wathes et al. 2007), en particulier, ce dernier peut entrainer des niveaux
inférieurs de 40 a 50% lors du bilan énergétique négatif au cours des deux premiéres
semaines suivant le vélage et peut refléter la méme concentration moléculaire dans le
liquide folliculaire (Fenwick et al. 2008; Fitzpatrick et al. 2007).

Effet du glucose et des acides gras

La concentration du glucose dans le sang au cours d’un bilan énergétique négatif
est considérablement réduite. Cependant, le glucose sanguin des vaches est
physiologiquement bas en raison de la réduction de I'absorption ruminale du glucose
aprés une fermentation presque compléte en acide propionique, ceci influence
directement la concentration de glucose dans le liquide folliculaire (Lopez et al. 2003;

Martin et al. 2008). Bien que le follicule soit capable de contrdler les fluctuations de

.
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la disponibilité du glucose, il en résulte généralement des concentrations dans le
liquide folliculaire supérieures a celles observées dans le sang, au niveau
intrafolliculaire les concentrations de glucose diminuent également autour de la mise-
bas (Leroy et al. 2004). Il a été démontré que le glucose est essentiel pour une
maturation adéquate des ovocytes, affectant I'expansion des cumulus, la maturation
nucléaire, le clivage et le développement des blastocystes. Bien que I'ovocyte n’utilise
pas directement le glucose comme source d’énergie, il doit étre facilement disponible
pour les cellules du cumulus pour la glycolyse afin de fournir du pyruvate et du
lactate, substrats préférés des ovocytes pour la production d’ATP (Cetica et al. 2002).
Par conséquent, il est possible que I'hypoglycémie au début de la lactation
compromette la compétence des ovocytes chez les vaches laitieres.

La réduction de la fertilité associée a un faible apport en nutriments et a un
BEN est, au moins en partie, induite par les effets néfastes sur I’immunité et la santé
post-partum. L'exposition in vitro des cellules immunitaires a des AGNE a des
concentrations comparables a celles observées chez les vaches laitieres fortes
productrices en post-partum, s'est avérée néfaste (Lacetera et al, 2004). Les effets
utérins du bilan énergétique négatif sont identifiés, tels qu'une involution utérine
retardée apres le vélage (30 a 40 jours) et une incidence majeure d’endométrite de
troupeau. Ces faits, sont responsables d’un fort retard dans la reprise des fonctions
reproductives normales aprées le vélage, et qui sont dus a une altération de 1’expression
de certains génes liés au BEN qui régulent la réponse immunitaire du systéme
reproducteur et a la remise en état de la taille utérine normale (Boland et al. 2001). Le
bilan énergétique négatif est le principal facteur nutritionnel réduisant 1’efficacité de
la reproduction des vaches laitiéres.

Cependant, une lipolyse accrue de la graisse corporelle se produit également
pendant les périodes de BEN, entrainant une augmentation des concentrations
sanguines d’AGNE (Rukkwamsuk et al. 2000). Chez les bovins, des concentrations
accrues des AGNE dans le sang aient été reflétées dans le microenvironnement
folliculaire ovarien. (Leroy et al. 2005). Ainsi, dans I’ensemble, les AGNE peuvent
affecter la croissance et la fertilité¢ folliculaires en agissant directement sur les
différentes cellules ovariennes, y compris I’ovocyte dans le follicule en croissance, et
également sur le développement de 1’ovocyte fécondé. Une étude récente a montré
que I'exposition des ovocytes en maturation a des concentrations élevées des AGNE

avait un impact négatif sur la fertilité, non seulement par la réduction de la capacité
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de développement de I'ovocyte mais aussi par la qualité, la viabilité et la capacité
métabolique des embryons précoces (Van Hoeck et al. 2011). Il a été suggérer que ces
effets negatifs des AGNE sur I'embryon pourraient étre une conséquence de la
déstabilisation du métabolisme par modification de I’expression de certain génes du
métabolisme ; genes REDOX et gene FAS (Fatty acid synthase) en particulier de la p-
oxydation mitochondriale des acides gras dans I'ovocyte (Van Hoeck et al. 2013). Il a
été demontré que les cellules du cumulus bovines sont capables de protéger les
ovocytes en cours de maturation contre les effets néfastes potentiels de
I'augmentation des concentrations locales en acides gras par le stockage intracellulaire
des lipides (Aardema et al. 2013).

D’aprés Overton et al, (2017), un indice d’activité hépatique inferieur présente
plus de troubles de santé aprés la mise-bas et donc de mauvaises performances de
reproduction (Overton et al, 2017). Une importante mobilisation des AGNE chez la
vache laitiére est associée a un stress oxydatif qui peut conduire a une inhibition de la
voie de transduction du signal d’insuline dans le foie et les tissus périphériques
conduisant a une stéatose hépatique et donc endommager les hépatocytes (Xu et al,
2014).

Chez la vache laitiére, une alimentation enrichie en acides gras a longue
chaine augmente le nombre de follicules moyens (6 a 9 mm) et le diamétre du
follicule pré-ovulatoire (Lucy et al. 1991b). Ces effets positifs des acides gras a
longue chaine sur la taille du follicule dominant ont été confirmés par plusieurs études
(Mattos et al. 2000; Robinson et al. 2002; Ambrose et al. 2006; Bilby et al. 2006). De
plus, différents effets ont été observés sur la croissance folliculaire entre les acides
gras mono-insaturés (AGMI) et les acides gras polyinsaturés (AGPI): les AGPI
favorisent davantage la croissance folliculaire que les AGMI (Bilby et al. 2006).
Chez les vaches laitieres, les régimes enrichis en acides gras (a la fois les AGMI et les
AGPI) augmentaient considérablement la concentration de cholestérol dans le plasma,
le liquide folliculaire et le corps jaune (Staples et al. 1998).

Il est bien connu que le cholestérol est le préecurseur de la synthése de
progestérone par les cellules ovariennes. Ainsi, une fertilité plus élevée chez les
bovins nourris avec des régimes enrichis en AGPI peut étre associée a une
augmentation des concentrations circulantes de progestérone dans les phases lutéales,
a la fois avant et apres I'insemination artificielle. Plusieurs revues ont indiqué que les

suppléments alimentaires contenant de la graisse influaient sur la reproduction des
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vaches, notamment sur la croissance folliculaire et la production de stéroides, la
maturation des ovocytes et le développement de I'embryon (Wathes et al. 2007;
Santos et al. 2008; Thatcher et al. 2011).

Effet des antioxydants

Outre les modifications du bilan énergétique, les concentrations sanguines
d'antioxydants tels que le p — caroténe et les vitamines A et E (a-tocophérol) sont
également régulées temporellement et diminuent autour de la parturition (Goff et al.
2002). Etant donné que ces composés jouent un role important dans la fonction
immunitaire, de faibles concentrations de ces vitamines ont été associées a une
susceptibilité accrue aux maladies et, potentiellement, a une baisse de la fertilité chez
les vaches laitiéres. La concentration du béta-carotene et, surtout, la vitamine E est
moins présente chez les vaches qui n’ont pas expulsé leur placenta (rétention
placentaire) que chez les vaches en bonne santé (LeBlanc et al. 2004). Pour chaque
augmentation de 1 pg / ml de vitamine E au cours de la semaine précédant la
parturition, le risque de rétention du placenta a diminué de 21%. De plus, la baisse des
concentrations circulantes de B-caroténe, de vitamine A et de vitamine E associée a la
parturition est plus accentuée chez les vaches ayant développé une mammite au cours
des 30 premiers jours apres vélage que chez les vaches en bonne santé (LeBlanc et al.
2004). Au cours de la derniere semaine avant vélage, une augmentation de 100 ng/mi
de la concentration de vitamine A est associée a une diminution de 60% du risque de

mammite clinique (LeBlanc et al. 2004).
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Figure 4: Diagramme récapitulatif des effets directs et indirects du bilan énergétique

négatif sur la fonction de I'appareil reproducteur (Whates et al. 2007 modifié).
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22. Effet du bilan énergétique sur les performances de

reproduction

2.2.1. Involution utérine

Apres le vélage, la taille et le poids de l'utérus diminuent rapidement en raison
de la vasoconstriction et de la réduction de la taille des cotylédons (Gier et Marion,
1968). Il y a dissolution et décollement des couches superficielles des cotylédons avec
augmentation de la production de débris cellulaires et de fluides. La majeure partie de
la couche nécrotique est retirée au bout de 10 a 14 jours (Gier et Marion, 1968). Les
contractions péristaltiques de l'utérus se poursuivent pendant les premiers jours,
probablement sous l'influence de la prostaglandine PGF2 qui reste élevée, mais
diminue au cours des 20 jours suivant le vélage (Lindell et Kindahl, 1982). Des
modifications du col de l'utérus entrainent une diminution de la taille et du diametre
du col utérin d'environ 15 cm aprés le vélage a 9-11, 7-8 et 5-6 cm aux jours 10, 20
et 60 apres le vélage (Gier et Marion, 1968). L’involution physique, ¢’est-a-dire le
retour a la taille normale avant la grossesse, s’acheve 30 a 40 jours apres le vélage.
L’endometre risque de ne pas permettre un développement embryonnaire normal et la
reconnaissance maternelle de la grossesse avant 60 jours environ aprés le vélage. Les
principaux facteurs qui influent sur la progression de I'involution sont la rétention
placentaire, la dystocie et la survenue de troubles métaboliques telle que la fievre
vitulaire (Gier et Marion, 1968; Morrow et al. 1966).

La santé utérine post-partum joue un réle central dans la détermination de
I'efficacité de la reproduction des troupeaux laitiers. Les infections locales post-
partum de l'utérus retardent l'involution utérine, provoquent une inflammation de
I'endomeétre, peuvent retarder la premiére ovulation post-partum, réduire le taux de
conception depuis la premiére insémination et augmenter le risque de réforme pour
stérilité (Sheldon, 2004). Les problemes utérins peuvent également avoir un effet
négatif sur la consommation de matiére séche chez les vaches, nuire au bien-étre et
provoquer un stress, entrainant probablement une sécrétion élevée de cortisol
(Wischral et al. 2001).

L’involution utérine s’accompagne de plusieurs pathologies telles que
I’endométrite et la rétention placentaire. La rétention des membranes feetales est due a
toute interférence avec le détachement normal des cotylédons de la caroncule, ce qui

empéche son expulsion dans les 12 heures suivant le vélage. Les enzymes impliquées

.
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dans le remodelage des tissus, telles que les collagénases et les protéases, jouent un
role important de concert avec les contractions du myometre au début de la période du
post-partum. La diminution de la fonction des neutrophiles, qui se manifeste par une
diminution de I’attraction placentaire, est considérée comme une cause primaire
(Kimura et al. 2002). Un stress métabolique accru pourrait étre impliqué dans la
synthese réduite du cortisol, de I’cestradiol et de la prostaglandine PGE et PGF avant
la mise-bas chez des vaches atteintes de rétention des membranes feetales (RMF)
(Wischral et al. 2001). Les RMF retardent I'involution utérine, prédisposent les vaches
a I'endométrite ou a la métrite et réduisent la fertilité (Grohn et Rajala-Schultz, 2000;
Maizon et al. 2004).

La nutrition joue un rdle important en provoquant la RMF, les facteurs
impliqués sont: un BCS élevé au vélage, des carences alimentaires en vitamines A, D
et E et des carences en sélénium, en iode et peut-étre en zinc (Gupta et al. 2004; Han
et Kim, 2005). L'hypolcalcémie est également un facteur de risque clé pour la RMF
(Houe et al. 2001). Ainsi, le maintien d'une physiologie utérine normale grace a une
bonne gestion nutritionnelle pendant les périodes seches et de transition est important
pour réduire l'incidence de la RMF, facteur de risque important pour I'endométrite
dont la présence a un effet négatif sur la reproduction (Sheldon, 2004).

2.2.2. Reprise de la cyclicité et de ’cestrus :

Apres le vélage, les effets rétroactifs des fortes concentrations de stéroides en
fin de gestation sur I'normone gonadotropines (GnRH) sont supprimés. Ceci est suivi
par une augmentation des concentrations de FSH pendant 3 a 5 jours entre les jours 7
et 14 aprés vélage. L'augmentation de la FSH entraine I'émergence de la premiére
vague folliculaire post-partum (Savio et al. 1990a). Des changements métaboliques
importants sont associés a la parturition et au début de la lactation. Cette période est
cruciale pour le BEN notamment au début du post-partum et qui induit des
changements métaboliques importants, qui ont un impact négatif sur I'efficacité de la
reproduction (Jorritsma et al. 2003). La capacité de chaque vache a s'adapter
physiologiquement a ces changements métaboliques et a limiter la quantité de
mobilisation des tissus corporels a une influence importante sur la fertilité inhérente

de la vache (Jorritsma et al. 2003).

Apres le vélage, les concentrations de I'hormone de croissance (GH)

augmentent, ce qui induit une lipolyse et inhibe la sensibilité des tissus périphériques
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a ’insuline. L'augmentation de la GH induit un état catabolique et entraine une perte
de BCS et du poids des vaches (Lucy, 2003). Il y a aussi une diminution des
récepteurs de GH dans le foie, ce qui entraine une baisse des concentrations d'IGF-I
malgré l'augmentation des concentrations de GH au début du post-partum (Vandehaar
et al. 1995; Lucy, 2001). Cette baisse des IGF-I est un indicateur important de 1’état
nutritionnel de 1’axe hypothalamo-hypophyso-ovarien au début du post-partum.

Les facteurs clés permettant de déterminer si le premier follicule dominant
ovule ou non sont: la taille du FD, la fréquence des pulls LH a laquelle il est exposé et
les concentrations systemiques d'IGF-1. Les vaches peuvent avoir deux, trois ou
quatre vagues folliculaires au cours des cycles cestraux qui se reproduisent au début
du postpartum (Savio et al. 1990a; Sartori et al. 2004). Certains facteurs régulant la
fréquence des impulsions de LH, tels que la concentration de progestérone, peuvent
affecter la durée de la dominance des FD séquentiels qui se développent au cours de
la phase lutéale du cycle cestral. Ainsi, les concentrations plus faibles de progestérone
peuvent permettre une augmentation subtile de la frequence des impulsions de LH et
permettre au FD de continuer a croitre plutdt que de subir une atrésie, empéchant ainsi
le développement d'une troisiéme vague folliculaire. Le nombre de vagues
folliculaires affectera la durée de dominance du FD et, en général, plus la durée de
dominance du follicule pré-ovulatoire sera courte, plus le taux de conception de
I'insémination artificielle (1A) sera élevé. (Austin et al. 1999). Ainsi, la nutrition, en
modifiant les taux métaboliques de la progestérone, peut affecter le nombre de vagues
folliculaires par cycle, et donc, indirectement, les taux de conception.

Les facteurs qui influent sur I'ovulation du premier cycle post-partum sont le
BCS, le rendement, la saison de parité et la maladie (Beam et Butler, 1997; Stagg et
al. 1998). Le BCS au vélage, a I’insémination et la perte de BCS aprés le vélage
peuvent augmenter le pourcentage des vaches non cycliques a la fin de la période
d’attente volontaire. (Santos et al. 2009). Les vaches qui mettent bas dans un BCS
(<2,5) sont plus susceptibles d'avoir une période d'ancestrus prolongée en raison,
probablement, d'une fréquence de pulls basse de LH et d'une réduction subséquente
des concentrations d'cestradiol inefficaces pour induire un pic de LH puis une
ovulation. Les vaches ayant un faible BCS aprés vélage présentent un petit diameétre
du FD, des concentrations d'insuline et d'IGF-I réduites et une faible fréquence de
pulls de LH. Ceci, a son tour, signifie que ces vaches sont plus susceptibles d'étre

abattues pour infertilité.
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2.2.3. Détection des chaleurs :

L'efficacité de la détection de l'ecestrus chez les vaches au niveau d’une
exploitation bovine est variable mais souvent faible (Stevenson, 2001). Cela constitue
un obstacle majeur a la réalisation de I’IA et d’avoir des taux ¢€levés de conception. Le
probléme est di a la courte durée de I'cestrus et exacerbé par l'apparition de
comportements cestraux de faible intensité. L'intensité de l'expression de I'cestrus est
affectée par le logement d’¢levage, la surface du plancher, le rendement, la boiterie et
le nombre de vaches dans I'cestrus regroupé (Diskin et Sreenan, 2000). Les
températures ambiantes élevées provogquant un stress thermique entrainent une
Iéthargie physique et réduisent I'efficacité de la détection des chaleurs chez les vaches
(Peralta et al. 2005). Le moment optimal pour inséminer les vaches est de 4 a 12
heures apreés l'observation de l'cestrus (Dransfield et al. 1998), car la vache ovule
généralement 24 a 28 h apres le début de 1'cestrus. L'ovulation est induite par le
feedback positif de l'cestradiol sur la sécrétion de GnRH, ce qui entraine les pulls de
LH / FSH pré-ovulatoire puis I’ovulation. Ainsi, l'atténuation de l'augmentation de
l'cestradiol le jour de l'cestrus pourrait influer sur le moment de la pulsation de LH /
FSH, et donc sur le moment de I'ovulation. Cela pourrait potentiellement affecter le
moment optimal pour inséminer les vaches avec des concentrations réduites
d'eestradiol le jour de l'cestrus. La réduction aigue du plan nutritionnel des génisses
atténu a la fois ’augmentation progressive de I’cestradiol et I’ampleur des pulls de LH
(Mackey et al. 1999). Il existe une relation significative entre les concentrations
maximales d'cestradiol en preestrus et la réduction des taux de gestation chez les
génisses présentant une augmentation atténuée de 1'cestradiol. Cela met encore une
fois en évidence que la nutrition peut affecter indirectement les concentrations
d'cestradiol le jour de 1'cestrus, ce qui peut également influer sur la durée et l'intensité
du comportement de 1'cestrus et peut-étre aussi sur la fertilité en modifiant le moment

de I'ovulation chez la vache.
2.2.4. Fécondation et conception :

Le moment optimal pour inséminer la vache est de 12 a 18 h avant I'ovulation
avec du sperme viable, frais ou congelé. La durée de vie fertile des spermatozoides de
taureau est de 24 a 30 h (Dalton et al. 2001), mais la durée de vie viable de I'ovocyte
ovulé est de seulement 6 a 12 h (Gordon, 1996). L'élevage de génisses qui est basé sur

des signes secondaires d'cestrus, tels que le détecteur des chaleurs déclenchés, les
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signes comportementaux non permanents basés sur le port du menton ou la palpation
rectale, entraine une réduction significative des taux de conception (Donovan et al.
2003). Les vaches qui développent une hypocalcémie, une cétose, une acidose ou un
abomasum déplacé peuvent présenter un taux de conception inférieur au premier
service et nécessitent plus d'inséminations par gestation ou prendre plus de temps
apres la mise bas pour devenir gestante (LeBlanc et al. 2002; Kim et Kang, 2003;
Gilbert et al. 2005). Ces maladies métaboliques sont des facteurs de risque clés pour
le développement de problémes gynécologiques pendant ou aprés la parturition et au
début du post-partum pendant la période critique de I'involution utérine.

Plusieurs études montrent que le retard de la conception peut étre lié a une
maladie subclinique, a des conditions environnementales et sociales stressantes, ainsi
qu’au stress nutritionnel (Lopez-Gatius et al. 2005).

Ainsi, il est clair qu'une gestion nutritionnelle inadéquate de la vache pendant
la période seche et apres le vélage a un impact négatif important sur le taux de
conception, les services par conception et l'intervalle entre vélages et conception. Ces
effets de la nutrition se manifestent par différents mécanismes, notamment par les
changements de BCS, I’incidence accrue de maladies métaboliques, la précipitation
des profils métaboliques anormaux, I’incidence accrue de problémes gynécologiques
et leurs effets néfastes sur ’utérus, ainsi que les profils anormaux de cytokines et
d’endotoxines produites qui peut agir localement ou systématiquement sur 1'embryon
en développement.

L'apport en matiére séche et le bilan énergétique pendant la période seche et la
période de transition aprés le vélage ont une influence cruciale sur la santé du
troupeau, la productivité et la reproductivité. lls affectent les parameétres endocriniens,
les hormones métaboliques et leurs concentrations qui entrainent par la suite des
problemes lors de la mise bas ou apres la mise bas (Grummer et al. 2004).

Les vaches sur-conditionnées ont une incidence accrue de problémes avant et
apres parturition (Zula et al. 2002b; Lacetera et al. 2005). Cependant, il est de plus en
plus évident que les augmentations massives de BCS, suivies de pertes subites de
celui-ci au début du post-partum ne sont pas bien tolérées par la vache. Les vaches
sur-conditionnées perdent plus de BCS aprés vélage (Zula et al. 2002b; Jorritsma et al.
2003).

En conséquence, il est plus important de conditionner la physiologie et le

métabolisme de la vache a une modération des modifications de BEN et a une perte
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minimale de BCS (<0,5 unité) afin d’atténuer les modifications massives des
métabolites et des hormones métaboliques survenant au début du post-partum. Ainsi,
minimiser les changements de BCS avant et apres le vélage, le maintien d'une
fonction optimale du rumen et les stratégies de prévention visant a prévenir les
troubles métaboliques sont des objectifs de gestion clés, associés a I'amélioration du
confort des vaches et & la réduction du stress, afin d'améliorer la santé, la productivité
et la capacité de reproduction des vaches laitieres. En outre, il est de plus en plus
important d’atteindre les taux ¢élevés de gestation des troupeaux en consommant des
régimes riches en fibres au début de la période seche afin de minimiser le gain de
BCS et de maintenir une variation de 0,5 unité (Overton et Waldron, 2004).
2.2.5. Développement ovocytaire et embryonnaire :

L'augmentation de la mortalité embryonnaire est I'une des principales raisons
de la réduction des taux de conception chez les vaches laitieres (Sartori et al. 2004).
Cet effet peut se manifester dés le cinquieéme jour aprés I'lA. Il n'est pas encore clair si
cette perte accrue est due a I'ovulation d'un ovocyte incompétent pouvant étre fécondé
mais incapable de se développer ou due a une réduction du développement

embryonnaire a la suite d'aberrations environnementales oviducto-utérines.

Il est clair que des concentrations élevées de progestérone sont réduites par un
apport élevé en matiére séche (Sangsritavong et al. 2002) et que la perte d'embryons
est accrue chez les vaches présentant des concentrations réduites en progestérone 4 ou
7 jours apres l'insémination, en partie a cause de la présence de concentrations
réduites d'interféron (Mann et al. 2006; Stronge et al. 2005).

Ainsi, il apparait que la compétence des ovocytes et la survie des embryons
seront compromises. La nutrition est également impliquée dans la compétence des
ovocytes car, pendant le BEN, les niveaux d'acides gras non estérifiés sont élevés, ce
qui peut compromettre la capacité de développement des ovocytes au début de la
période postpartum (Leroy et al. 2005).

.
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nutrition pourrait affecter la fonction des follicules ovariens. (NPY: neuropeptide Y;
EOP: peptide opioide endogene) (Diskin et al. 2003).
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2.3. [Estimation de la note d’état corporel :

L’¢état énergétique d’un animal est tres difficile a approuver, car 1’évaluation
de la valeur énergeétique de la ration est insuffisante et les quantités ingérées varient
beaucoup entre les individus, surtout pendant le post-partum, et particuliérement pour
les fourrages. La notation de 1’état corporel, qui évalue I’état de la couverture
graisseuse des vaches, est la méthode la plus fréquemment utilisée. Elle présente
I’avantage de son faible cofit et sa facilité de mise en ceuvre. Son interprétation est
devenue plus fiable par rapport a celle de la pesee, rendue délicate par les variations
de poids des réservoirs digestifs et utérins. (WOLTER, 1992), cette technique peut
étre complémentaire des dosages chimiques.

La notation de 1’état corporel s’est développée au cours des quarante derniéres
années pour fournir aux éleveurs et aux vétérinaires un outil concret d’usage et
crédible, permettant une estimation fiable de 1’état d’engraissement. Cet indicatif du
bilan énergétique n’est pas utilis¢é uniquement dans la conduite des ¢élevages et
I’évaluation du systéme nutritionnel du troupeau, mais de plus dans de nombreuses
investigations pour évaluer ses relations avec les parametres de production et de
reproduction.

L’attribution d’une telle note exige une disposition des critéres les plus
objectifs possibles. Plusieurs grilles se sont développées surtout selon les races.
L’équivalence entre chacune d’elles est assez facile puisque les repéres anatomiques
¢tudiés pour I’affectation de la note sont assez identiques.

2.3.1. Critéres de notation de I’état corporel :

Jusque dans les années 1970, aucun moyen simple d’évaluation des réserves
énergétiques n’était disponible (Roche et al. 2004). Un premier systeme de notation
de I’état corporel a initialement été développé par Jefferis en 1961, pour les brebis
(Jefferis, 1961). 1l s’agissait d’évaluer 1’état d’engraissement de celles-ci par palpation
des épines dorsales et des processus transverses des vertébres lombaires. La notation
s’effectuait sur une échelle de 0 a 5, 0 étant la limite viable et 5 étant attribuée a un

animal trés gras (Edmonson et al. 1989).

Ce systeme a eté adapté pour la notation des vaches a viande par Lowman et
al. en 1976, cité par Edmonson (Edmonson et al. 1989). Ceux-ci ont ajouté a la
premiére echelle un systeme a demi-point étalant la notation sur 11 points mais aussi

la palpation de I’attache de queue (Edmonson et al.1989 ; Ruegg, 1991). Dans le

<
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méme temps, Mulvany, cité par Edmonson (Edmonson et al, 1989), a de nouveau
modifié¢ cette échelle pour ’adapter aux vaches laitiéres. Il a introduit la notion de

note globale, résultante de la note de I’attache de queue et de la note « lombaire »

(Edmonson et al. 1989).

La couverture graisseuse de 4 points anatomiques arriére (base de la queue,
tubérosite ischiatique, détroit caudal et ligne du dos), et 2 points latéraux (pointe de la
hanche, apophyses transverses et épineuse) est évaluée visuellement grace a des
grilles de notation comme celle établie par 'ITEB (BAZIN, 1984). A chaque critére
anatomique est attribuée une note de 0 (vache cachectique) a 5 (vache trés grasse) ; la
moyenne de ces 6 notes donne une note globale, dont la précision est évaluée en
demi-point. Un point de note correspond a environ 20-25 Kg de lipides chez un
animal de 600 Kg. C’est le systéme de notation qu’on a utilisé dans notre étude (voir

figure 6).
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Tableau 3: Principaux critéres d’appréciation de 1’état corporel des vaches laitiéres

Prim’Holstein (BAZIN, 1984).

Note ariiére Note flanc
Note
Pointe | Ligament Détroit Epine dorsal | Pointe de la] Apophyses
des sacro- caudal hanche vertébrales
fesses tubérale
5 Invisible | Invisible Comblé Invisible
(dos plat)
4 Peu Peu visible Presque A peine Epineuses
invisible comblé Visible repérables
3 Couverte | Bien visible Limites Visible Epineuses
plantes couverte repérables
2 Non Légerement Légerement Ligne Créte Transverses a
Couverte | Couverte creusé Marquee Invisible angle vif
1 En lame Profond Ligne Créte Transverses
irréguliére visible séparées
0 Tres saillant Tres creusé Corps
Vertébral
Apparent

0
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Body Condition Scoring
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Figure 6 : Systéme de notation de 1’état corporel développé par Ferguson et al.

(1994) modifié (Isensee et al. 2014).

2.4. Importance et

reproduction :

influence de

I’état corporel sur la

L'évaluation de I’état corporel des bovins laitiers peut étre un moyen précis
pour évaluer l'efficacité des systéemes alimentaires et estimer indirectement le bilan
énergétique des vaches. La note d’état corporel est variable tout au long du cycle de
lactation et correspond aux altérations du bilan énergétique de la vache (Grummer et
al. 2004). A titre d’exemple, les besoins en énergie pour la production de lait en debut

de la lactation et allant ensuite jusqu’au pic de lactation dépassent souvent 1I’énergie
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disponible issue de I’alimentation quotidienne. En conséquence, les réserves en
matieres graisseuses de I'organisme sont mobilisées pour compenser I’insuffisance en
énergie nécessaire afin de satisfaire la demande pour la production laitiere et la
dégradation de I'état des bovins laitiers. Des reserves de graisse corporelle suffisantes
peuvent servir a la production de lait et préserver la santé pendant la période du BEN.

Plusieurs études ont associé 1’état corporel des vaches a la fertilité (Gillund et
al. 2001; Buckley et al. 2003) mais aussi a la sant¢ de 1’animal. (Roche et Berry,
2006). En début de lactation, le bilan énergétique est positivement associé aux
performances de reproduction des vaches laitiéres (Butler, 2003). L’intensité et la
durée du bilan énergétique négatif peuvent étre estimées a l'aide des variations de la
note d’état corporel (BCS). Les vaches qui ont perdu plus de condition physique au
cours des 65 premiers jours post-partum sont plus susceptibles d’étre anovulaires,
avec moins de gestation par IA et le risque d’avortement apres le premier post-partum
(Santos et al. 2009).

Une diminution de 0,5 point de BCS entre la période seche et les premieres
semaines de lactation (période de transition) coincide avec une perte de 10% du taux
de conception (Butler, 2003), et une diminution d'un point de BCS au moment de la
premiere insémination apres la mise bas, peut réduire I'efficacité de la reproduction de
la vache de 17 a 38%. (Butler, 2006; Schneider, 2004; Wathes et al. 2007). Par
conséquent, l'intervalle entre le vélage et la conception peut augmenter de 120 a 130
jours, et il a été démontré qu’avec un BCS optimal ou élevé (BCS 2,75-3,25) pendant
le moment des chaleurs et immédiatement aprés le vélage, il existe une plus grande
tendance a exprimer correctement un cestrus par rapport aux vaches présentant une
mauvaise condition physique. (Roche et al. 2007).

Outre la forte influence de BCS sur la durée de I'ancestrus apres le vélage, une
diminution de I'état corporel pendant la période de transition peut egalement
influencer sur le taux de gestation. Les vaches qui ont un faible BCS (<2,5) pendant la
mise-bas sont plus susceptibles d'avoir une période d'ancestrus prolongée di,
vraisemblablement, a une basse fréquence de pulse de LH et une réduction des
concentrations d'cestradiol, ce qui reste inefficace pour induire un pic de LH puis
I’ovulation. Les vaches ayant un faible BCS aprés vélage ont un diamétre réduit du
follicule dominant, des concentrations d'insuline et d'IGF-1 réduites et une basse
fréquence de pulse de LH.

Les donnees actuelles suggerent que les vaches devraient véler dans un BCS

<
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de 2,75-3 et ne pas perdre plus de 0,5 unité de BCS entre le vélage et le premier
service (Overton et Waldron, 2004) plutét que des vaches ayant un BCS plus élevées
3-3,5 (Buckley et al. 2003). Les vaches qui perdent > 1 unité de BCS ont un intervalle
post-partum plus long jusqu'a la premiere ovulation. Par conséquent, la surveillance
du BCS du vélage au premier service est un aspect important d’une bonne gestion de
la reproduction.

Ainsi, minimiser les changements de BCS avant et apres le vélage, le maintien
d'une fonction optimale du rumen et les stratégies de prévention visant a prévenir les
troubles métaboliques sont des objectifs clés dans la conduite des élevages, associés a
I'amélioration du confort des vaches et a la réduction du stress afin d'améliorer la
santé, la productivité et la reproductivité des vaches laitieres a haut rendement. En
outre, il est de plus en plus important d’atteindre des taux de BCS ¢élevés et de
maintenir le changement du BCS a 0,5 unité au début de la période seche pour
atteindre des taux élevés de conception et de grossesse dans le troupeau (Overton et
Waldron, 2004).

Par conséquent, les vaches forte productrices doivent faire I’objet d’une
gestion nutritionnelle afin d’éviter tous déficit du BEN aprés le vélage. Une
administration adéquate du calcium pendant la période péri-partum et des apports
suffisants en vitamines et en minéraux appropriés, en particulier du sélénium, de
I’iode et des vitamines A, D et E aident les vaches a maintenir leur santé, leur bien-
étre et leur statut reproducteur (Miller et al, 1993). Pour éviter la perte de BCS, les
stratégies actuelles consistent a maintenir les vaches a un BCS allant de 2,75 a 3,00 au

vélage, et maintenir le fonctionnement normal du rumen.

.
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3. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif dans les systémes biologiques est la conséquence d’un
déséquilibre entre le systéme pro-oxydant et le systeme antioxydant (Al-Gubory et al.
2010). Ce ratio peut étre altéré soit par un excés de pro-oxydation ou une faible
activité antioxydante ou bien les deux au méme temps (Burton et Jauniaux, 2010).
Lorsque la production des radicaux libre augmente elle commence a montrer des
effets nocifs sur des structures cellulaires importantes comme les protéines, les lipides
et les acides nucléiques (Wu et al. 2013). Plusieurs pathologies ont été expliquées
comme 1’'une des conséquences du stress oxydatif tels que I’hypertension, le diabéte,
les maladies cardiovasculaires, les maladies neuro-dégénératives et les cancers
(Soory, 2010 ; De Marchi et al. 2013).

L’¢énergie issue de I’ATP est essentielle pour toutes les fonctions, les
mitochondries sont les principaux sites de production des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) qui sont principalement formés lors de la chaine de transport
mitochondriale d’¢lectrons et qui a pour but de produire de 1’énergie (Liu et Keefe,

2000).

ANTIOXYDANTS
SOD, GPx,
Catalase, GSH,
Vit E/C, °NO
Caroténoides

OXYDANTS

*NO, ONOO
HOCL
LOO?, LOOH

0,*, OH®, '0,, H,0;

Figure 7 : Représentation schématique du stress oxydatif (Morena et al. 2002).
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3.1. Les radicaux libres

Un radical libre est une substance chimique généré par des molécules a base
d’oxygene et d’azote, hyperactive, instable et hautement réactive avec les différentes
molécules de I’organisme. Ces molécules possédent un électron non apparié et sont
ainsi en constante recherche d’électrons qu’ils trouvent au niveau des molécules
voisines afin de se stabiliser et suite a la perte de leurs électrons ces molécules
donneuses deviennent a leurs tours instables et sont converties en espéces radicalaires
(Burton et Jauniaux, 2010).

3.2. Sources des radicaux libres

La production des radicaux libres peut étre d’origine endogéne ou exogene ;
les processus physiologiques et métaboliques qui utilisent 1’oxygéne comme substrat,
tels que les réactions oxygénase et les réactions de transfert d’électrons, créent de
grandes quantités des radicaux libres (Chamdra et al. 2009). La plupart des radicaux
libres sont produits lorsque les électrons fuient de la chaine respiratoire
mitochondriale, également appelée chaine de transport d’électrons (Fuji et al. 2005).
D’autres sources des radicaux libres comprennent les réactions de détoxifications
médiées par le cytochrome P-450 et les activités de I’enzyme nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (Burton et Jauniaux. 2010). Les radicaux
libres peuvent également avoir une origine exogéne tels que : les radiations, les
métaux toxiques, les fumées de combustion, les médicaments, les solvants, etc
(Yoong et Woodside, 2001).

3.2.1. Principaux radicaux libres
Les ERO et les ERN sont les termes décrivant collectivement les radicaux
libres (Pham-Huy et al. 2008). Les tableaux 4 et | regroupent les principales especes
radicalaires et non radicalaires (Hadjigogos, 2003). Les espéces oxygénees et azotées
non radicalaires exhibent également une action oxydante et peuvent étre facilement

converties en especes radicalaires. (Hadjigogos, 2003).
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Tableau 4 : Espéces réactives oxygenées (Hadjigogos, 2003).

Radicaux Non radicaux
Anion superoxyde Oz~ Peroxyde d’hydrogéne H20;
Radical hydroxyle OH: Acide hypochloreux HOCI?
Radical peroxyle ROO: Ozone O3
Radical alkoxyle RO Oxygeéne singulet 10,
Hydroperoxyle HOO: Peroxynitrite ONOO®

e aet b peuvent étre également appelés respectivement « espéce réactive
chlorée » et « espéce réactive azotée ».

Tableau 5 : Espéces réactives azotées (Hadjigogos, 2003).

Radicaux Non radicaux

Radical oxyde nitriqgue NO: Acide nitreux HNO:

Dioxyde d’azote NOO- | Tetroxyde de diazote  N204
Peroxynitrite ONOOr

Alkyl peroxynitrite ROONO
Cation nitrosyle NO*
Trioxyde de diazote ~ N2O3
lon nitronium(nitryl) NOO*
Acide peroxynitreux ~ ONOOH
Anion nitrosyle NO-
Chlorure nitrique NO.CI

3.3. Les antioxydants
Ce sont des substances qui piegent et détoxifient I’excés des radicaux libres, ce
qui contribue a maintenir 1’équilibre oxydants/antioxydants dans le corps. Il existe

deux systémes d’antioxydant : enzymatique et non enzymatique.
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3.3.1. Le systeme antioxydant enzymatique
Superoxyde dismutase

La SOD est une enzyme antioxydante primaire trés importante, elle catalyse la
dismutation de I’anion Superoxyde (O2) en peroxyde d’hydrogéne (H202). La SOD
existe sous trois isoformes qui se différencient par leur localisation cellulaire et par
leur cofacteur métallique ; une forme cytosolique et nucléaire associée aux ions cuivre
et zinc (Cu/Zn- SOD), une forme mitochondriale associée au manganése (Mn-SOD)
et une forme extracellulaire (EC-SOD) (Kaynar et al, 2005). 1l est avéré également
que la Cu/Zn-SOD se présente dans 1’espace intermembranaire (Okado-Matsumoto et
Eridovich, 2001; Sturz et al. 2001).

SOD
20°+2H —=——===— H202+ O2( Mmandelker, 2008 )

Glutathion peroxydase (GPX) et réductase (GR):

Le glutathion peroxydase (GPX) catalyse la réaction de transformation des
peroxydes d’hydrogenes H20; et lipidiques ROOH respectivement en eau et alcool
ROH. Cette réaction dispose d’une molécule antioxydante non enzymatique qui est le
glutathion sous sa forme réduite GSH. En effet la forme réduite du glutathion (GSH)
est le régulateur majeur du redox intracellulaire et se trouve en abondance dans les
cellules (Meister et Anderson, 1983).

Le glutathion se comporte comme un capteur direct des radicaux libres, un
cosubstrat pour I’activité enzymatique de la glutathion peroxydase, cofacteur de
plusieurs enzymes, et forme des conjugués dans des réactions d’endo- et

d’xénobiotiques (Gregus et al. 1996).

GPX
H02+2GSH —1———r— 2H,0 + GSSG

GPX (Powers et Jackson, 2008)
ROOH +2GSH === ROH+ H,0+GSSG

La glutathion réductase (GR), quant a elle, sa mission est de regénérer le GSH a partir

du GSSG grace au NADPH utilis¢ comme donneur d’électrons.
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En effet, la concentration cellulaire en glutathion est limitée, il est nécessaire de la
réduire constamment pour que la GPX maintienne sa fonction. Ces deux enzymes sont

présentes dans les mitochondries et le cytosol.

GSSG + NADPH +H”* — 2GSH+NADP™ (Powers et Jackson, 2008)

La catalase
La catalase est présente dans un grand nombre de tissus mais particulierement
abondantes dans le foie et les globules rouges et en plus faible quantité dans le
cytosol. Parmi les enzymes connues c’est I’une des plus efficaces. Elle catabolise le
peroxyde d’hydrogéne H2O> en eau et en dioxygéne, pour lequel elle a une moins
forte affinité que la GPX (Matés et al. 1999).
Catalase

2H,0; =———=— 2H,0 + Oz (Powers et Jackson, 2008).

3.3.2. Le systeme antioxydant non-enzymatique

La vitamine C

La vitamine C (ou acide ascorbique) n’est pas synthétisée par 1’organisme.
Elle empéche 1’oxydation des LDL produites par divers systémes générateurs
d’especes réactives de 1'oxygene (ERO). Lors de son oxydation en acide
déhydroascorbique elle passe par une forme radicalaire intermédiaire (radical axorbyl)
qui joue un rdle majeur dans la régénération de la vitamine E oxydée (Chen et al,
2000).

La vitamine E

La vitamine E est le nom commun utilisé pour toutes les molécules possédant
des activités biologiques de la famille des tocophérols. La forme naturelle de la
vitamine E inclut quatre tocophérols isomeres a, B, y, O, avec une activité
antioxydante variable. L’alphatocophérol (a-TocH) est la forme la plus active de la
classe des tocophérols. Sa structure moléculaire comporte une extrémite hydrophile et
une extrémité hydrophobe. Il est admis que les radicaux tocophéryles sont régénerés
par l'acide ascorbique et que, sans cette synergie, les tocophérols sont inactifs (Carr et
al. 2000).
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Pendant D’initiation de la peroxydation lipidique, 1’a-TocH, connu comme
inhibiteur de la propagation lipidique, céde son hydrogene situé dans le noyau
phénolique, réduisant ainsi ’attaque radicalaire, et constitue par ce biais le seul
antioxydant liposoluble assurant cette protection (Khalil, 2002).

Les caroténoides

Sont également des molécules liposolubles produites par les organismes
photo-autotrophes et qui sont normalement acquis par I’alimentation. Ils sont capables
de réagir avec les radicaux libres de trois maniéres : par le transfert d’électron,
d’hydrogene ou la liaison avec le radical. lls sont également capables de régenérer la
vitamine E et sont eux-mémes régénérés par la vitamine C (Hermes-Lima, 2005).

Le glutathion

Le glutathion (GSH sous sa forme réduite) est un tripeptide formé par la
condensation dacide glutamique, de cystéine et de glycine. Il est particulierement
important car c’est le substrat de plusieurs enzymes antioxydantes (Halliwell et
Gutteridge, 1999). Il peut également régénérer la vitamine E et reagir avec les
radicaux HO et O2- directement et ainsi casser la chaine d’oxydation (Hermes -Lima,
2005).

Le sélénium

Le sélénium est un constituant de la glutathion péroxydase, enzyme qui joue
un réle intracellulaire antioxydant, voisin de celui de la vitamine E. Cet effet
antioxydant est principale dans la détoxication des radicaux libres produits par le
métabolisme cellulaire. Cet effet de détoxication serait responsable des effets anti-
cancéreux et anti vieillissement, attribués au sélénium (Wolters et al. 2005).

Le zinc

Cet oligo-élément est un des cofacteurs essentiels de la SOD. La prise de zinc
conduit a long terme a [D’induction de protéines antioxydantes comme les
métallothionéines. Le zinc protege également les groupements thiols des protéines. Le
zinc peut inhiber partiellement les réactions de formation d’especes oxygénées

induites par le fer ou le cuivre (Mezzetti et al. 1998).
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Figure 8 : Schéma représentant les différents moyens de défense enzymatiques et

non-enzymatiques contre les radicaux libres (Belge, 2016)

3.4. Les cibles moléculaires des radicaux libres

Les radicaux libres peuvent réagir avec tous organismes cellulaires et entratner
des dommages biochimiques au niveau des cellules de 1’organisme du fait de leurs
conséquences sur le plan moléculaire, telles la peroxydation lipidique, I’oxydation des
protéines et des mutations de I’ADN. Ces altérations peuvent conduire a la perte de
fonction et d’intégrité voire a la mort cellulaire notamment par I’intermédiaire de
I’apoptose.

3.4.1. La peroxydation lipidique

Les premieres cibles des ERO sont les lipides, notamment ceux présents dans
les membranes cellulaires et subcellulaires. Les membranes riches en acides gras
polyinsaturés sont trés sensibles a 1’oxydation en raison de leurs degrés d’insaturation
élevés (Hulberth, 2005 ; Pamplona et al. 2000). La peroxydation lipidique provoque
une diminution de la fluidite et de la perméabilité des membranes (Hong et al, 2004).
Quand la perméabilité au calcium augmente, la fixation aux récepteurs est altérée et
cela peut mener a 1’apoptose si les dommages sont importants (McMichael, 2007).

Comme la peroxydaton lipidique est une oxydation qui se manifeste en chaine, elle
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fournit une grande variété de produits qui peuvent altérer les protéines et I’ADN
(Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation lipidique ; le
Malondialdehyde (MDA) qui est le produit final de la celle-ci et utilisé comme

marqueur de la peroxydation lipidique.

3.4.2. Oxydation des protéines

Les protéines comme toute molécule sont aussi capables d’étre oxydées par les
ERO. Cette oxydation provoque I’introduction d’un groupe carbonyl dans la protéine
(Levine, 2002). Les cations métalliques tels que le Ca?* et le Fe?* sont deux principaux
¢éléments qui habituellement influencent le phénoméne d’oxydation des protéines, et
peuvent étre classées en deux catégories : celles qui cassent les liaisons peptidiques et
celles qui induit des modifications de produits issus de la peroxydation lipidique. Les
ERO provoquent aussi une dénaturation des protéines ; altération des groupements
thiols, formation de pont disulfures, accentuation du caractére hydrophobe d’ou
agrégation des protéines qui les rend plus résistantes a la protéolyse physiologique
(Grandjean, 2005).

3.4.3. Dommage de ’ADN

De la cellule, il existe deu type d’ADN ; I’ADN nucléaire et I’ADN
mitochondrial, ce dernier est la cible préférée des oxydations des ERO du fait de sa
proximité directe de ’'une des principales sources des ERO cellulaire qui est la chaine
respiratoire mitochondrial. Les altérations de I’ADN sont essentiellement causées par
le radical hydroxyl HO" qui réagissent en différentes actions: modification de base
azoté, destruction de la liaison entre la base et le désoxyribose, destruction des
désoxyriboses responsable d’une cassure de brin et formation de pontages avec des

protéines ou avec des dérivés d’oxydation lipidique (Grandjean, 2005).
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Figure 9 : Les différentes cibles des Espéces Réactives de I'Oxygéne (Poisson. 2013).

3.5. Evaluation du statut oxydatif
3.5.1. Détermination directe des radicaux libres
La quantification directe des radicaux libres est un biomarqueur précieux et
promoteur qui peut refléter le processus d’une maladie. Cependant, compte tenu de la
demi-vie courte de ces espéces, leur mesure dans les systémes biologiques est une
tache complexe. Plusieurs méthodes ont été mise en évidence telles que la résonance
paramagnétique électronique, la spectroscopie électromagnétique et les techniques
chimique de spectrométrie de masse (Dikalov et Harrison, 2014 ; Elbim et Lizard,
2009).
3.5.2. Détermination indirecte des radicaux libres
En plus de la mesure directe de la production des radicaux libres, différentes
méthodes mesurent des marqueurs stables qui peuvent refléter un stress oxydatif
systémique ou spécifique aux tissus. Ces molécules sont modifiées par I’interaction
avec les radicaux libre dans les microenvironnements (Knasmuller et al. 2008). Les
lipides, les protéines et I’ADN sont des molécules qui sont altérées plusieurs radicaux
libres in vivo. Certaines de ces altérations sont connues pour avoir un effet direct sur

la fonction des molécules cibles, mais d’autres modifications reflétent uniquement
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I’intensité local du stress oxydatif. Ceci rend difficile I'investigation clinique de
plusieurs marqueurs du stress oxydatif puisque la signification fonctionnelle ou le réle
causal des modifications oxydatives sur les fonctions biologiques est une
caractéristique clé de la validité d’un biomarqueur.

3.5.2.1. Marqueurs de la peroxydation lipidique

Le produit final de I’oxydation lipidique est un marqueur largement utilisé
pour la détermination du stress oxydatif. Les acides gras polyinsaturées sont
principalement la premiére cible des radicaux libres (Negre-Salvayre et al. 2010),
ainsi il se produit généralement une réaction en chaine dans laquelle un radical
hydroxyl OH’ capte un atome d’hydrogéne sur un carbone insaturé générant alors une
molécule d’eau. L’acide gras posséde un électron célibataire capable d’interagir avec
le dioxygéne, formant ainsi des peroxydes lipidiques en chaine. Ces derniers sont
instables et se décomposent en une série de sous-produits complexes notamment des
composes carbonylés trés réactifs comme le Malondialdéhyde (MDA), le produit final
de la peroxydation lipidique (Valko et al. 2006).

3.5.2.2. Marqueurs de I’oxydation des protéines

Les protéines représentent une large cible des radicaux libres générés dans des
conditions normales ou de stress oxydatif, particulierement celles qui portent un
groupe sulfhydryles. Plusieurs acides aminés peuvent subir des modifications
oxydatives avec formation de pont disulfures notamment de la cystéine et la
méthionine et aussi I’hydroxylation des groupes aromatiques (Stadtman, 2006 ;
Davies, 2016).

La détermination de I’oxydation des protéines a une signification biologique et
une bonne pertinence clinique. Un profil spécifique de protéines oxydées peut étre
formeé a la suite des différentes maladies notamment liées a 1’age (Vanhooren et al.
2015 ; Hohn et al. 2013). Le dosage de 1’oxydation des protéines peut étre détecte
dans des échantillons de sang et d’urine, mais sa détermination dans des échantillons
de cellules spécifiques peut donner des révélations plus précises. Plusieurs méthodes
ont été développées pour la détection des différents types de modifications protéiques.
Cependant, la pertinence biologique et chimique de 1’oxydation des protéines en tant

que biomarqueur est encore limitée par la disponibilité d’une méthodologie capable
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d’identifier et de quantifier les altérations oxydatives spécifiques des protéines
(Hawkins et al. 2009).

3.5.23. Marqueurs de IPoxydation des acides

nucléiques

L’oxydation des composants de I’ ADN par les radicaux libres est la principale
source des dommages induit a I’ADN entrainant plusieurs types de modifications
comme [|’oxydation des nucléotides, la rupture des brins, la perte de bases et la
formation d’adduits (Wiseman et Halliwell, 1996 ; Dizdaroglu et al. 2002). Le radical
HO" peut réagir avec toutes les bases puriques et pyrimidiques, ainsi qu’avec le
squelette désoxyribose générant divers produits dont le plus courant est le
8oxoguanine qui est le marqueur le plus fréquemment évalué lors de I’oxydation de
I’ADN (Cadet et al. 2003).

Des dommages indirects peuvent étre le résultat de la peroxydation des lipides
qui génere des aldéhydes mutagénes formants des adduits sur les bases de I’ADN
(Beckman et Ames, 1998). L’attaque radicalaire des protéines qui entrent en contact
avec I’ADN pour le protéger (histone) ou pour le lire (enzyme et facteurs de la
réplication ou de transcription), entraine des pontages des protéines ou des adduits sur
les bases. Les lésions non récupérées vont perturber les mécanismes de réplication de
I’ADN et entrainer soit des erreurs de lecture et de synthése par des ADN
polymérases translésionnelles infideles aboutissant a une mutation ponctuelle dans le
génome ou impossibilité¢ de copie de I’ADN qui aboutira a la mise en route de mort

programmée des cellules par ’apoptose (Favier, 2003).

3.6. Place actuelle du stress oxydatif dans la reproduction

La définition du stress oxydant se réfere a une rupture de [’équilibre
homéostatique normalement maintenu entre la production des espéces réactives de
I’oxygéne et de I’azote et la défense antioxydante de I’organisme. Il s’agit donc d’une
perturbation dans 1’équilibre pro-oxydant/antioxydant en faveur de la formation des
especes réactives conduisant a des dommages potentiels sur les cellules, les tissus et
I’ADN (Agrwal et al. 2006). La reproduction est une fonction essentielle qui
nécessite une importante demande en énergie satisfaite par une augmentation globale
du métabolisme (Nilsson, 2002), et comme une augmentation du métabolisme est

associée a une augmentation de la production des radicaux libres et donc a un stress
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métabolique, 1’activité de reproduction pourrait étre associée a une susceptibilité au
stress oxydant. Cependant, trés peu d’études ont été menées a ce sujet mais qui ont
mis en relation stress oxydant et reproduction et 1I’ont associé a plusieurs pathologies
(Jackson et al. 2005 ; Sharma et al. 2010).

Les especes réactives de 1’oxygeéne ont été impliquées dans plus de 100
maladies (Gibson et Huang, 2004). Au niveau de I’appareil reproducteur de la femme
les ERO ont un role physiologique et pathologique. Des études menées sur des
animaux et méme chez la femme ont prouvé que les ERO sont présents dans
I’appareil reproducteur féminin ; au niveau des ovaires (Behrman et al, 2001 ; Jozwik
et al, 1999), I'oviducte (El Moustassim et al,1999), et les embryons (Guerin et al,
2001). Ils sont impliqués dans leurs fonctions telles que la maturation des ovocytes, la
stéroidogenese ovarienne, le développement folliculaire, le corps jaune et la lutéolyse
(Behrman et al, 2001 ; Sabatini et al, 1999 ; Ishikawa et al, 1993).

Il a été constaté que des niveaux élevés des radicaux libres dans la cavité
péritonéale et les trompes de Fallope rendent ces environnements inappropriés pour
les ovocytes, les spermatozoides, et les embryons affectant ainsi la fécondation et
I’implantation (Benjamin et al, 2012). De plus, un stress oxydatif au cours du
deuxiéme trimestre de grossesse est associé avec une restriction de la croissance
feetale (Min et al, 2006 ; Min et al, 2009). Le stress oxydatif est exploré comme
étant un marqueur trés répondu dans les études concernant les problémes d’une
infertilité inexpliquée ainsi qu’il est incriminé dans un effet nocif sur les
biotechnologies de reproduction (Oral et al. 2006 ; Polack et al. 2001).

Les procédures et les techniques de procréation assistée ne peuvent pas assurer
complétement les conditions physiologiques retrouvées in vivo. En effet, les gameétes
utilisés dans ces techniques sont plus exposes aux effets néfastes du stress oxydatif, ce
qui peut alterer les résultats (Lampiao, 2012). Une réduction significative du potentiel
mitochondrial a été réveélée dans les ovocytes humains résultant des changements dans
le statut redox de la cellule en raison de la cryopréservation (Chen et al, 2012).

La supplémentassions en antioxydants joue un réle tres important, notamment
pendant les premiéres semaines de lactation, ou les vaches développent une balance
énergeétique négative qui conduit a un stress métabolique. Selon une étude menée dans
ce sens, les chercheurs ont montré que 1’ajout d’un mélange de plantes naturelles

antioxydantes dans I’alimentation, (extrait de thé vert et curcuma), est capable de
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supprimer le stress du réticulum endoplasmique dans le foie et améliorer la fonction

hépatique chez les vaches laitiéres (Winkler at al, 2015).
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4. Matériel et méthodes
4.1. Récupération des matrices

Notre étude a été effectuée sur les matrices de 58 vaches sélectionnées et
classées selon leur état corporel (BCS) qui a été déterminé avant abattage par un
vétérinaire sur une échelle allant de 1 a 5 selon la méthode décrite par Fergusson et al
(1994) (voir figure 5, chapitre 2). Les vaches dont le BCS >3 ont été considerées
comme ayant un BCS faible et celles qui ont un BCS<3 ont été considérées comme
ayant un BCS élevé, et celles dont le BCS est intermédiaire (=2) ont été considérées
comme ayant un BCS moyen. Les tractus génitaux des vaches étudiées ont été
récupérés aprés abattage au niveau de I’abattoir d’Alger apres avoir obtenu une
autorisation d’accés par le Département d’Agriculture, Inspection Vétérinaire de la
wilaya d’Alger, puis les matrices ont été transportées au laboratoire dans une glaciére
maintenue a 4°C (Figurel0).

Figure 10 : Matrice de vache collectée aprés abattage.

4.2. Prélevement du sang et préparation du plasma
Les prélevements sanguins ont été realisés avant abattage sur des tubes
héparinés, le sang est ensuite centrifugé a 5000g pendant 10 minutes, le plasma est

récupéré et conservé a - 20°C jusqu’a utilisation.

3
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4.3.Calcul du nombre des follicules et collecte du liquide folliculaire, des
cellules oviductales, des ovaires et du liquide utérin
Tous les échantillons ont été récupérés entre 1 a 5 heures apres abattage et le
nombre de follicules a été déterminé par échographie des ovaires.
4.3.1. Nombre de follicules
L’échographie des ovaires est réalisée pour obtenir le nombre de follicules
existants. (Figure 11). Les ovaires sont plongés dans un bain d’eau é température

ambiante et une échographie est réalisée (Aksu et al. 2015).

Figure 11 : Echographie des ovaires.

4.3.2. Le liquide folliculaire

Le liquide folliculaire est aspiré de chaque follicule par une seringue d’insuline vue
la taille et le volume réduit du liquide folliculaire (Figure 12). Les échantillons sont ensuite
mis dans la glace jusqu’a centrifugation a 5400g pendant 5 minutes afin d’éliminer les
débris sanguins et cellulaires, le surnageant a été collecté puis conservé a -20°C jusqu’a
utilisation (Hennet et al.2013)
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Figure 12 : Collecte du liquide folliculaire.
4.3.3. Les cellules oviductales

Les oviductes ont été séparés des ovaires et les tissus conjonctifs qui les
enveloppent qui sont éliminés. Les cellules épithéliales ont été récupérées dans des
tubes en plastique par la méthode du ringage ou chaque oviducte a été rincé avec 1 ml
de solution physiologique (NaCl 0.9%). (Lapointe et al, 1998). Les cellules récupérées
ont été lysées dans 3 volumes d’eau distillée, puis centrifugées pendant 10 minutes a
5000g, le surnageant a été récupéré et conservé a -20°C pour une utilisation ultérieure
(figure 13).

Figure 13 : Collecte des cellules oviductales.

4.3.4. Le liquide utérin

Il a été collecté a partir de 1’utérus par ringage avec 10ml de solution physiologique
(NaCl 0.9%) puis conservé a -20°C jusqu’a utilisation (Figure 14). (Garrett et al. 1988)

B
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Figure 14 : Collecte du liquide utérin.

4.3.5. Lesovaires

Les ovaires ont été broyés dans un mixeur, I’homogénat a été lysé avec I’eau
distilléee puis centrifuger a 14000rpm (8765g) pendant 15 minutes pour obtenir un

surnagent qui a été conserve a -20°C jusqu’a utilisation.

4.4 Mesure de Pactivité antioxydante

4.4.1. Evaluation de I’activité enzymatique de la catalase

La catalase est présente dans un grand nombre de tissus, cet enzyme intervient
dans la défense contre le stress oxydant en favorisant 1’hydrolyse du peroxyde
d’hydrogene (H202), toxique pour la cellule, en eau et oxygéne. L’activité
enzymatique de la catalase a été évaluée selon la méthode de Aebi (1984) dont le
principe est basé sur la disparition du H202 en présence de la source enzymatique a

25°C selon la réaction suivante :

Catalase
2H202 > 2H,0 + O3

Pour ce dosage ; on ajoute a 20ul de chaque échantillon 1225u1 d’un tampon
phosphate et la réaction a été déclenchée par 1’ajout de 765ul de H202 (54mM). Le
blanc contient 20ul de I’échantillon et 1980ul du tampon phosphate (50Mm, pH 7.0).
La degradation du H20- a été enregistrée a 240nm et a 25°C apres 60 secondes. Une
unité de lactivité de la catalase est définie comme I’activité nécessaire a la
dégradation de Ipumol du peroxyde d’hydrogéne par minute. Un coefficient
d’extinction de 43.6 (mol/I)-1 cm-1 a été utilisé pour calculer ’activité enzymatique

de la catalase définie comme la quantité d’enzyme nécessaire pour catalyser la
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décomposition de 1pumol de H20- par minute. L’activité de la catalase a été exprimée en

termes d’1 pmol de H202 consommée/min/ml.

4.4.2. Statut antioxydant total

Le statut antioxydant total est I'une des techniques d’analyse les plus utilisées pour
évaluer la capacité antioxydante contre les radicaux libres. Le test a été effectué selon la
méthode décrite par Re et al ;( 1999) basée sur la décoloration du radical libre ABTS (2, 2'-
azinobis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)). L’ABTS est solubilisé dans 1’eau
distillée a une concentration de 7mM. Le radical cation (ABTS°+) est produit en faisant
réagir la solution d’ABTS avec du persulfate de potassium a une concentration finale de
2.45mM. Le mélange a été laissé au repos, a ’obscurité et a température ambiante pendant
12 a 16 heures avant 1’utilisation. Dans notre étude, la solution ABTS°+ a été diluée avec du
tampon phosphate, pH 7,04 a une absorbance de 0.70 + 0.02 a 734 nm. Aprés addition de
1ml de la solution ABTS a 10pul de chaque échantillon, la lecture a été prise 6 minutes apres
le mélange initial. La décoloration de I’ABTS a été calculée et exprimé en pourcentage
d’inhibition selon la loi suivante :

% Scavenger de ’ABTS = (AT — AE) x 100
AT
AT : absorbance du témoin.

AE : absorbance de 1’échantillon

4.4.3. Evaluation de la peroxidation lipidiques

L’évaluation de la peroxidation lipidique a été mesurée en identifiant la
concentration des MDA (Malondialdehyde) qui est le produit final de celle-ci. La mesure
des aldéhydes est basée essenticllement sur leurs réactions avec I’acide thiobarbutirique
sous le nom de «Substances réagissant avec I’acide thiobarbutirique (TBARS) ». Le
principe de ce dosage est basé sur la condensation du MDA en milieu acide et a chaud avec
I’acide thiobarbutirique. La réaction entraine la formation d’un complexe de couleur rose
entre deux molécules d’acide 2-thiobarbutirique et qui peut étre mesuré par
spectrophotometre d’absorption a 530nm (Stoks et al, 1971).Une suspension de cellules
(1ml) est déprotéinisée par 1’ajout de 0.5ml de TCA a 30%, puis incubée a 0°C pendant 120
minutes, suivie d’une centrifugation a 2500g pendant 10 min a 4°C. A 1 ml de surnageant a
été ajouté 0.25ml de TBA a 1% (dissoute dans 0.05mol/l de NaOH) et 0.075 ml d’EDTA
(0.2mol/l) puis chauffé a 95°C pendant 15 minutes suivi d’un refroidissement. L’absorbance

du produit coloré (TBARP) a été mesurée a 535nm.
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4.5. Analyse statistique
Toutes les expérimentations réalisées dans notre travail ont été répétées 3 fois.
L’analyse statistique a été effectué et calculer par le logiciel Statview 4.02 software

(Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA.USA).
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1. Reésultats et Discussion
5.1. Résultats
Les résultats actuels ont révélé une relation entre le BCS avec le nombre de
follicules et avec le statut oxydatif dans 1’appareil reproducteur liée
vraisemblablement a un faible potentiel en antioxydants conséquence d’un BCS
élevé ou faible. Ceci est probablement di a une accumulation des radicaux libres ou

un épuisement des défenses antioxydantes ou bien la combinaison des deux.

5.1.1. Effet du BCS sur le nombre des follicules

Le nombre de follicules détecté par échographie des ovaires des vaches en
fonction de leurs BCS est représenté sur la figure 15. Les résultats montrent que les
vaches ayant un BCS de 2 et 3 présentent le plus grand nombre de follicules (19.87 +
2.76) et (16.50 + 2.56) respectivement, tandis que le plus faible nombre de follicule
est observé chez les vaches ayant un BCS de 1 (6.75 + 1.39) et 4 (11.66 = 2.10).

25
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Nombre defollicules

%5 1

2t 1

Figure 15 . Effet du BCS (1, 2, 3, 4) sur le nombre de follicules.

5.1.2. Effet du BCS sur le statut antioxydant total (SAT)

Le statut antioxydant total permet d'évaluer de maniére globale la capacité
antioxydante au sein des échantillons biologiques car le test a I'avantage de prendre en
considération l'interaction des différents composés antioxydants a savoir les

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques de ces échantillons (Niki 2010).
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La figure 16 illustre les résultats de 1’activité anti-radicalaire exprimés en pourcentage
d’inhibition de I’ABTS. Nous pouvons constater que le statut antioxydant total du
liquide oviductal (A), du liquide utérin (B), du liquide folliculaire (C), des ovaires
(D), et du serum (E) sont significativement plus élevés (P<0.05) chez les vaches ayant
un BCS 3. Les vaches ayant un BCS 1 et 4 présentaient le statut antioxydant le plus
faible dans tous les tissus analyses. Les valeurs intermédiaires ont été observées chez

les vaches avec un BCS 2.
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Figure 16: Effet du BCS (1, 2, 3, 4) sur le statut antioxydant total au niveau des
cellules oviductales ( A), liquide utérin (B), liquide folliculaire (C), ovaires (D), et du

sérum (E).
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5.1.3. Effet du BCS sur Pactivité enzymatique de la catalase

La catalase est une enzyme importante du systeme de défense antioxydant contre
le stress oxydatif, elle catalyse la conversion du peroxyde d’hydrogéne (H202) en
oxygene et en eau. La figure 17 montre les résultats de 1’activité de la catalase dans le
liquide oviductal (A), le liquide utérin (B), les ovaires (C), et le sérum (panneau E) en
fonction du BCS. L’activité la plus élevée a été enregistrée dans les échantillons de
vaches ayant un BCS de 3. Les vaches avec BCS 4 présentaient 1’activité la plus
faible, en particulier dans le liquide folliculaire et les ovaires. Dans les échantillons du

sérum, les vaches ayant un BCS 1 présentaient 1’activité la plus faible.
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Figurel? : effet du BCS sur I’activité enzymatique de la catalase (cellules oviductal A),

(liquide utérin B), (liquide folliculaire C), (ovaires D), (sérum E).
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5.1.4. Effet du BCS sur la peroxydation lipidique

Le test TBARS est probablement le test le plus ancien et le plus utilisé pour
mesurer le taux du Malondialdéhyde (MDA), le produit final de la peroxydation
lipidique des acides gras polyinsaturés (Dasgupta et al. 2014). L’analyse des données
présentées sur la figure 18 montrent que le liquide oviductal (A), le liquide utérin (B),
les ovaires (D) et le sérum (E), la peroxydation lipidique la plus faible a été observée
chez les vaches ayant un BCS 3. Cependant, le liquide folliculaire ne présentait

aucune différence significative de la peroxydation lipidique selon le BCS.
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Figure 18 : Effet du BCS sur la peroxydation lipidique au niveau des cellules
oviductales ( A), liquide utérin (B), liquide folliculaire (C), ovaires (D), et du sérum
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5.2.Discussion

L’état nutritionnel, évalué¢ a 1’aide du BCS, refléte les réserves corporelles
disponibles pour le métabolisme de base, la croissance, la lactation et 1’activité
reproductrice (Wright et al. 1987). La relation étroite entre la reproduction et 1’état
nutritionnel chez les bovins a été bien établie (Galina et Arthur, 1989b).

Le BCS au cours de la période de reproduction est d’une importance capitale.
En effet, une augmentation du taux de mobilisation des réserves corporelles a des
conséquences nefastes sur la santé et la fertilité, et par conséquent, sur les
performances reproductives, entre autres le taux de conception (Colazo et Kastelic,
2012).

Chez I’espéce humaine, des études sur la physiopathologie de D’infertilité
inexpliquée ont montré que le stress oxydatif pouvait étre impliqué comme facteur
sous- jacent (Wang et al. 1997, Polak et al. 2001). En effet, une production excessive
des ERO peut neutraliser le systéeme de défense antioxydant naturel du corps créant
ainsi un environnement inadapté aux réactions physiologiques normales chez la
femme (Al- Gubory et al. 2010).

Plusieurs études ont établi un lien entre Pinfertilit¢ féminine et une
augmentation du stress oxydatif dans les micros et macro-environnements critiques
du corps. Particulierement, les espéces réactives de 1’oxygene (ERO) peuvent
contribuer a la relative infériorité de la qualité de I’ovocyte au cours des procédures
des biotechnologies de reproduction in vitro chez la femme (Combelles et al. 2009).

Cependant, a notre connaissance, aucun travail n’avait étudié¢ I’impact du
BCS, en particulier I’impact des valeurs anormales, sur le statut oxydatif au niveau du
tractus génital de la vache. L’importance de 1’évaluation du stress oxydatif dans
I’appareil reproducteur des vaches réside dans la compréhension des métabolites du
processus oxydatif participant dans plusieurs processus cellulaires conduisant a
I’altération du processus de reproduction et de fertilité des bovins. Des connaissances
supplémentaires a ce sujet pourraient étre utilisees pour développer des stratégies afin

d’améliorer la fertilité chez I’espéce bovine.

Dans notre etude nous avons effectue des échographies pour calculer le
nombre de follicules dans les deux ovaires de chaque matrice selon son BCS et afin
de répondre a la question : « est-ce que les parametres du stress oxydatif sont

influencés par le statut de 1’état corporel, nous avons évalué le statut oxydatif dans
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I’appareil reproducteur des vaches de différentes BCS. Les concentrations des Malon-
di-aldéhydes (MDA), produit final de la peroxydation lipidique, le statut antioxydant
total (SAT), et I’activité enzymatique de la catalase ont été évalués comme marqueurs

du stress oxydatif.

Les résultats de I'échographie des ovaires montrent que la relation entre le
BCS et le nombre de follicules est intimement liée. En effet, il a été établi que la
nutrition agit a différents niveaux du systeme qui contrdle la reproduction et que le
systeme nerveux central est capable de détecter des modifications de la disponibilité
de plusieurs composeés métaboliques qui conditionne la sécrétion de GnRH et des
gonadotrophines qui peuvent diminuer en fonction du changement du métabolisme
(Butler. 2000).

Au cours du cycle cestral, les nouvelles vagues de développement folliculaire
sont précédées par une augmentation maximale des concentrations de FSH qui sont
responsables de I’initiation de la croissance des follicules ovariens (Adam et al.
1993). Il est également connu que la nutrition et le BCS affectent la croissance et les
paramétres folliculaires dans l'axe hypothalamo-hypophyso-ovarien (Diskin et al.
2003). Cela indique que le BCS peut également affecter le nombre de follicules dans

l'ovaire.

Selon une étude menée par Haresign (1981) qui a suggéré qu’un apport
alimentaire élevé pouvait agir sur les derniéres phases du développement folliculaire en
réduisant 1’atrésie des follicules de 2-3 mm. Des augmentations similaires du nombre
de follicules ont été observées lorsque les bovins (Guttierez et al. 1997) et les ovins
(Joyce et al. 1998) sont traités avec I’hormone de croissance exogene, ceci indique une
interaction entre la nutrition, ’hormone de croissance (GH) et I’insuline. En effet, un
faible apport alimentaire entraine une diminution du nombre de follicules et de la
réponse a la superovulation (O’Callaghan et al. 2000). De plus, le traitement des vaches
laitiéres avec 1’hormone de croissance (GH) augmente le nombre de follicules de petite

et moyenne tailles (Gong et al. 1993).

Au niveau des ovaires, nos résultats montrent que les vaches ayant un BCS
normal (note3) ont un statut antioxydant total et une activité enzymatique de lacatalase
plus élevés avec de faibles concentrations de TBARS par rapport aux vaches ayant un

BCS anormal (<3 ou >3). Ces résultats sont similaires & ceux de Bernabucci et al

E
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(2005), qui ont démontré que les vaches ayant un BCS éleve sont plus exposées au
stress oxydatif. Chez les bovins, un déficit énergétique ou une suralimentation exercent
un effet négatif sur la production d'embryons avec des vaches superovulées (Sartori et
al. 2007, Santos et al. 2008b). D méme, un exces de lipides dans les ovocytes a été

associé a une subfertilité (Bage et al. 2007).

Chez les animaux d'élevage, le stress thermique, les déséquilibres alimentaires
et les infections bactériennes peuvent augmenter la production de radicaux libres et le
stress oxydatif (Celi et Gabai, 2015).

Des ¢tudes ont montré la relation entre 1’obésité et le stress oxydatif chez
I’Homme. En effet, ’obésité, I’augmentation de I’indice de masse corporelle et la
perte subite de poids ont été associées a une augmentation du stress oxydatif (Chan et
al. 2002 ; Ozata et al. 2002 ; Morrow, 2003). Certains chercheurs ont constaté une
augmentation des ERO et une diminution des antioxydants chez les hommes et les
femmes obéses et qui serait liée a la résistance a 1’insuline (Higdon et Frei, 2003 ;

Keaney et al. 2003).

Des études ont mis en évidence le lien entre la nutrition et la qualité de
I’ovocyte (Boland et al. 2001 ; Fouladi-Nashta et al. 2007). En médecine humaine
particulierement, une relation entre 1’obésité, le diabéte et la pathologie de 1’ovaire a
¢été établie en démontrant une association entre 1’insulino-résistance et le syndrome
des ovaires polykystique (SOPK) qui touche entre 6 a 10% des femmes en age de
procréer (Puder et Pralong, 2009). Ce syndrome, qui conduit a une baisse de fertilité,
est une dérégulation du métabolisme associé a un désequilibre des hormones de
reproduction. De plus les femmes atteintes de SOPK ont de multiples anomalies
lipidiques, y compris une augmentation des acides gras non estérifié (AGNE) et du
cholestérol plasmatique, des problémes qui sont aussi freqguemment associes a une
réduction de la fertilité post- partum chez la vache laitieres haute productrice (Leroy et
al. 2005 ; Trottier et al. 2012).

Chez les bovins, des études de cryoconservation ont montré que la
composition en acides gras est un indicateur important de la qualité ovocytaire (Zeron
et al. 2001), et un certains nombre de travaux indiquait que I’addition d’acides gras
non estérifiés dans les milieux de culture peut retarder la maturation ovocytaire et par

conséquent la fécondation et le développement embryonnaire (Jorristma et al. 2004).
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Des études récentes menées sur des ovocytes murins ont montré qu’un stress
oxydatif déclenche une cascade de plusieurs évenements associés au vieillissement
des ovocytes et que I'un des changements liés au vieillissement provoqué par le stress
oxydatif est le dysfonctionnement mitochondrial (Lord et Aitken, 2013). La fonction
mitochondriale produit la majorité de 1’énergie de 1’ovocyte sous forme d’ATP, chez
la femme une perturbation de ’activité mitochondriale et le stress oxydatif observée
en cas d’obésité est évoqué pour expliquer 1’altération de la qualité ovocytaire
(Grindler et Moley, 2013). Chez la sourie, une nutrition surabondante peut produire
un environnement de reproduction défavorable, entrainant une modification du
métabolisme de l'ovocyte et un ralentissement du développement de I'embryon
(Igosheva et al. 2010).

Chez I’homme, il a été rapporté que le stress oxydatif joue un réle dans la
physiologie de la fonction ovarienne. En effet, différents chercheurs ont découvert
que les ERO sont impliqués dans la folliculogenéese, la maturation du follicule,
I'ovulation et la fonction du corps lutéal (Tamate et al. 1995; Sugino et al. 1996;
Jozwik et al. 1999; Sabatini et al. 1999). Dans ce sens, Polak et al, ont trouvé que les
concentrations en antioxydants chez les patientes qui présentent une infertilité
inexpliquée est significativement basse par rapport aux femmes fertiles (polak et al.
2001).

Dans le liquide folliculaire, les vaches ayant un BCS normal (3) ont le statut
antioxydant total et une activité de la catalase toujours élevés avec de faibles
concentrations de TBARS. Le liquide folliculaire est un microenvironnement capital
qui joue un role essentiel dans le développement des ovocytes. L'ovocyte est maintenu
avec les composants du liquide folliculaire pendant la maturation. C'est un produit des
sécrétions des cellules de la granulosa et de la theque qui entourent la paroi
folliculaire.

La composition biochimique du liquide folliculaire comprend des proteines,
des sucres, des espéces réactives de 1’oxygéne, des antioxydants et des hormones.
Ainsi, il est fort probable que certaines caractéristiques biochimiques du liquide
folliculaire jouent un réle critique dans la qualité de l'ovocyte et sur le potentiel
ultérieur de fécondation et de développement d'embryons.

Maintenir 1’équilibre entre les ERO et les antioxydants peut jouer un role
important dans le processus de reproduction tels que la folliculogenése. Des études

suggeérent que les ERO et les antioxydants pourrait étre des facteurs influencant la
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folliculogenése y compris le phénoméne d’atrésie folliculaire (Valdez et al. 2005;
Zhang et al. 2006). Kazemi et al (2014) ont rapporté que la durée de l'infertilité est
fortement associée a une diminution de la défense antioxydante dans I'environnement
folliculaire. Le statut oxydant-antioxydant du liquide folliculaire et ses effets sur
I’ovocyte et les résultats de la FIV a fait I’objet de plusieurs études (Revelli et al.
2009).

De nombreux rapport ont tenté de caractériser les ERO et les antioxydants
dans le liquide folliculaire en relation avec la qualité de 1’ovocyte, la formation
d’embryons et les résultats de la FIV. Les ovocytes se développant dans un liquide
folliculaire de capacité antioxydante accrue pourraient étre plus susceptibles d'étre
fécondés que ceux présentant des niveaux d'antioxydants plus faibles. Aussi, dans une
étude menée sur des femmes subissant une FIV, des auteurs ont rapporté que les
ovocytes avec un liquide folliculaire contenant des taux de SAT élevés entrainaient
des taux de grossesse plus élevés (Pasqualotto et al. 2004). En outre, dans autre un
rapport, Pasqualotto et al (2009) montrent que des taux plus élevés de CAT et de
SOD dans le liquide folliculaire sont corrélés a de meilleurs taux de fécondation et de
clivage chez les patients subissant une FIV. Cliniquement, le 8-hydroxy-2-
désoxyguanosine, un marqueur important du stress oxydatif dans les cellules de la
granulosa, a montré une corrélation négative avec la qualité de I’embryon apres la
FIV (Seino et al. 2002).

Certaines preuves expérimentales confirment un lien entre les radicaux libres
dans le liquide folliculaire et la qualité de I’ovocyte. En effet, une étude a montré une
corrélation positive entre les concentrations élevées des ERO et les taux de gestation
(Attaran et al. 2000). De méme, un autre marqueur du SO, la peroxydation lipidique,
est corrélé aux taux de gestation, mais aucune relation significative n’a été détectée
entre celle-ci et la maturité de I’ovocyte, la fécondation et la qualité de I’embryon
(Pasqualotto et al. 2004). Sur la base des propriétés d’oxydation du liquide
folliculaire, un seuil de stress oxydatif peut étre lié aux nombres d’ovocytes matures
et aux taux de clivage (Wiener-Megnazi et al. 2004), et un taux élevé des radicaux
libres dans le liquide folliculaire est corrélé a une mauvaise qualité des ovocytes et a
une diminution de la formation d’embryons (Das et al. 2006).

Il est intéressant de noter que les concentrations de SAT détectées dans les
fluides folliculaires humains sont significativement augmentées avec la fertilisation

mais réduites de maniére significative avec la viabilité des embryons (Oyawoye et al.
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2003). Des taux de SAT éleves seraient un marqueur des follicules matures
conduisant a la croissance d'ovocytes de haute qualité. L’effet bénéfique du liquide
folliculaire contre les dommages oxydatifs peut étre en partie di a une activité élevée
des isoenzymes de la SOD, qui agissent comme des capteurs importants des radicaux
libres. Dans ce sens, une étude chez le porc a proposé une relation entre une activité
accrue de la SOD dans le fluide folliculaire et une maturation cytoplasmique accrue
de l'ovocyte (Tatemoto et al. 2004).

Les changements alimentaires entrainent une modification immédiate et rapide
de toute une gamme d’agents humoraux métaboliques, notamment le glucose et
I’insuline. Les modifications de 1’insuline sont étroitement liées aux modifications
des concentrations de I’IGF-I et I’'IGF-II. Ces ligands sont présents dans divers tissus,
y compris dans le liquide folliculaire. Ils sont susceptibles d’avoir des actions
endocriniennes, paracrines et autocrines en réponse a des modifications de la nutrition
(Monget et Martin, 1997).

En post-partum chez les vaches laitieres, ’ampleur du déficit énergétique
influence la croissance folliculaire (Beam et al. 1999) et chez les femmes obeses le
nombre de cellules apoptotiques formées dans le follicule est plus élevé que chez les
femmes qui ont un poids normal (Visler et al. 2010). En particulier la vitamine A joue
un réle potentiel dans le développement folliculaire et les cellules épithéliales
dépendent des quantités importantes de vitamines A pour une différenciation
cellulaire normale (Roberts et Sporn, 1984). Schweigert et al (1986) ont rapporté que
la concentration intra- folliculaire de vitamine A est responsable de la taille des
follicules et que la concentration la plus élevée se retrouve dans le plus large follicule.

Britt (1994) suppose que les follicules développés pendant la période d’un
bilan énergétique négatif en post-partum peuvent étre affectés par des modifications
métaboliques défavorables et pourraient contenir un ovocyte mal développé. De
méme, un approvisionnement en énergie a court terme est directement impliqué dans
la croissance folliculaire, les bovins dont 1’apport alimentaire est limité modifie les
caractéristiques de croissance folliculaire (Murphy et al. 1991 ; Rhodes et al. 1995).
Dans ce sens, il a été montré que des taux élevés des AGNE sont toxiques pour la
croissance et la fonction des cellules de la granulosa bovine (VVanholder et al. 2005) et

humaines (Mu et al. 2001) in vitro.

L'oviducte bovin est un organe actif et dynamique et constitue le meilleur

environnement pour le transport et la capacitation des spermatozoides, la maturation
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de l'ovocyte, la fécondation et le développement embryonnaire précoce (Ellington,
1991 ; Walter, 1995). L'importance d'un environnement oviductal optimal pour la
fécondation est de mieux en mieux comprise, en particulier pour protéger les
embryons précoces ou les gametes méales des dommages causes par le stress oxydatif
via la production de fluide oviductal (Cheong et al. 2009 ; Guérin et al. 2001 ;
Arganaraz et al. 2012).

Des concentrations éelevées de ERO dans ces environnements peuvent avoir
des effets déterminants sur les spermatozoides, les interactions ovocytes-
spermatozoides et les embryons dans la trompe de Fallope. (Agarwal et al. 2003). Il
est bien établi depuis longtemps que les cellules épithéliales oviductales améliorent
les fonctions des spermatozoides en milieu de culture (Aitken et al. 2006; Suarez,
2008). En effet, Huang et al. (2013), ont montré que les protéines de la membrane
cellulaire épithéliale de l'oviducte se lient préférentiellement aux spermatozoides
humains non capacités.

Les actions protectrices des protéines de la membrane cellulaire oviductale sur
le stress oxydatif des spermatozoides nécessitent des contacts directs des deux types
de cellules. Les preuves actuelles suggérent que l'interaction est médiée par des
ligands glucidiques spécifiques a I'espéce (Suarez, 2002), impliquant du fucose chez
les bovins (Lefebvre et al. 1997), des structures complexes de mannose chez les porcs
(Green et al. 2001), du galactose chez les chevaux (Dobrinski et al. 1996) et de I'acide
sialique chez le hamster (DeMott et al. 1995).

Aussi, chez I'nomme, les interactions spermatozoides-cellules oviductales
protégent les spermatozoides des dommages oxydatifs et préservent la motilité et
I'intégrité de I'ADN en renforcant les défenses antioxydantes endogénes et en

réduisant les niveaux de ROS intracellulaires (Huang et al. 2013).

Lors de I’exploration du statut antioxydant total et de 1’activité enzymatique
de la catalase, les valeurs étaient significativement plus élevées chez les vaches
présentant un BCS normal (3) et les taux du TBARS étaient simultanément plus
faibles. Ceci révelait un meilleur microenvironnement par rapport aux vaches ayant
un BCS anormal.

Apres le vélage, avant I’involution utérine, une vache ne pourra pas concevoir
avant que son systeme reproducteur soit suffisamment rétabli pour supporter une
autre gestation. La santé utérine post-partum joue un role central dans la détermination

de l'efficacité de la reproduction des troupeaux laitiers pour soutenir le

E



Chapitre 5 : Résultats et Discussion

développement de I'embryon avant I'implantation. Les infections locales post-partum
de l'utérus retardent I'involution utérine, provoquent une inflammation de I'endometre,
peuvent retarder l'intervalle entre la premiére insémination en post-partum, réduire le
taux de conception jusqu'a la premiére insémination et augmenter le risque de réforme
a cause de la stérilité (Sheldon et Dobson, 2004).

Les problémes utérins peuvent également avoir un effet négatif sur la
consommation de la matiére seche par les vaches, nuire au bien-étre et accentuer le
stress, entrainant probablement une sécrétion elevée de cortisol (Wischral et al. 2001).
Chez les ruminants, 1’état redox et le stress oxydatif dans l’endométre ou
I’environnement utérin n’est pas bien connu. Une étude récente a montré que l'activité
des enzymes antioxydantes telles que GPx et SOD2 chez le mouton est régulée avec
des concentrations élevées au cours de la gestation dans I'endométre (Al-Gubory et al.
2014). Selon les auteurs, l'augmentation des enzymes antioxydantes entre le jour 16 et
le jour 21 de la gestation est une réponse de survie pendant la période de transition
vers la période post-implantation, qui reste important pour prévenir une éventuelle
attaque oxydative en début de gestation (Al-Gubory et al. 2014). Yoon et al (2014) ont
montré qu'un exceés d'espéces réactives de l'oxygene (ERO) réduit le taux de
développement des embryons et augmentait le nombre de cellules apoptotiques
d'embryons cultivés in vitro, probablement en raison d'un stress lié au réticulum

endoplasmique.

Dans les résultats du présent travail, le statut oxydatif dans le sérum des
vaches avec un BCS normal est meilleur comparativement aux vaches avec un BCS
faible ou élevé. Un certain nombre de phénomenes chimiques et physiques peuvent
initier une oxydation qui se déroule en permanence en présence de substrats
appropriés jusqu’a ce qu’un mécanisme de défense bloquant apparaisse. De
nombreux substrats sériques tels que 1’oxygene, les acides gras polyinsaturés, les
phospholipides et le cholestérol sont ciblés par I’oxydation.

Il a été déja signalé que les vaches en transition présentant un BCS élevé
perdent plus de poids et de conditions physiques que les vaches maigres (Treacher et
al. 1986). 11 a été particulierement rapporté qu’un BCS élevé et une perte importante
de celui-ci sont liés a la concentration des AGNE dans le sérum (Rukkwamsuk et al.
1998) et éventuellement a 1’incidence de troubles métaboliques (Cameron et al. 1998
; Studer, 1998 ; Brukley et al. 2003). Des études antérieures ont montré des

corrélations positives entre un BCS élevé et les concentrations plasmatiques des
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AGNE et I’incidence accrue des problémes de santé chez la vache laitiére comme la
perte rapide du BCS pendant la période peri-partum (Brukley et al. 2003 ; Gearhart et
al. 1990 ; Kim et Suh, 2003 ; Morrow et al. 1979).

Dans une étude menée par Burnabucci et al (2005) qui ont établi 1’association
entre le BCS, la mobilisation des lipides (AGNE) et le déséquilibre du stress oxydatif,
ils ont suggeré que le statut énergétique des vaches sur-conditionnées est lié au statut
oxydatif au cours de la période peri-partum et que les vaches ayant des
concentrations plasmatiques élevees en AGNE ont des taux plasmatiques élevés en
radicaux libres.

De méme, O’Boyle et al (2006) ont révélé un potentiel antioxydant faible dans
les globules blancs des vaches ayant un BCS élevé par rapport a celles ayant un BCS
normal. Dandona et al (2004) ont supposé deux mécanismes qui pourraient étre
impliqués dans la liaison entre 1’obésité et le stress oxydatif ; premi¢rement, I’apport
excessif des macronutriments et deuxiemement, 1’augmentation de la sécrétion des
cytokines pro-inflammatoires par le tissu adipeux chez les individus obeses.

Le taux plasmatique des radicaux libres est considéré comme un bon
indicateur de stress oxydatif (Miller et al. 1993). Les TBARS plasmatiques ont été
choisis parce qu’ils représentent le nombre de produits finaux de la peroxydation
lipidique, y compris le Malondialdéhyde. Par conséquent, la mesure des TBARS est
indicative de la peroxydation lipidique. Lorsque les TBARS sont mesurés dans le
plasma, le test est considéré comme un marqueur spécifique de la peroxydation des
lipides (Armstrong et Browne, 1994).

Dans plusieurs études, la majorité des protocoles de maturation in vitro sont
basees sur des milieux de culture enrichis en serum (Luvoni et al. 2005 ; Oh et al.
2005) dans lesquels les effets bénéfiques exact du sérum sont inconnus et dans la
plupart des cas imprévisibles (Bolamba et al. 2002 ; Lee et al. 2007b). Les résultats de
notre travail peuvent étre exploités dans le choix du sérum approprié au milieu de

culture des ovocytes.
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Conclusion :

L’amélioration des performances de reproduction nécessite des techniques a
mettre en ceuvre et a maitriser tout au long du cycle physiologique de I’animal. Le
déficit énergétique est responsable d’une maniére significative dans I’altération de ces
performances.

La reproduction est un enchainement de plusieurs événements qui peuvent étre
altéreés suite a des perturbations a différents niveaux, et les consequences se faisant
ressentir aussi bien au niveau sanitaire, économique que zootechnique. La maitrise de
ces équilibres nécessite de mettre en ceuvre des moyens concrets d’appréciation des
facteurs de risques. De nombreux outils de suivi se sont développés, et la notation de
I’¢état corporel reste une des options les plus indiquées.

C’est dans ce sens que s’est inscrit notre travail qui consiste a explorer I’état
corporel des vaches, tout en explorant les relations existantes entre différents
embonpoints et le statut oxydatifs des différents organes intimement liés au processus
de reproduction. Les résultats obtenus montrent clairement une relation étroite révélée
notamment par un faible nombre de follicules aussi bien chez vaches maigres que
grasses.

Aussi un meilleur statut oxydatif est observé dans tous les tissus etudiés
incluant, les cellules oviductales, le liquide folliculaire, les ovaires, le liquide utérin et
le sérum chez les vaches ayant un BCS normal. Cet effet a été observé dans tous les
marqueurs du stress oxydatif incluant : le statut antioxydant total (SAT), I’activité
enzymatique de la catalase (CAT) et la peroxydation lipidique (TBARS).

Chez les ruminants, la fertilité est un paramétre clé de la rentabilité des
agriculteurs. Un état nutritionnel positif et une bonne santé métabolique sont associés
a une reproduction réussie et contribuent a garantir une fertilité élevée. Le BCS connu
pour étre un ¢élément déterminant a prendre en compte dans le but d’améliorer les
performances de reproduction, est montré ici, en plus d‘étre un bon indicateur des
performances zootechniques, comme bon révélateur du statut oxydatif des différents
organes de I’appareil reproducteur femelle et du serum.

Au terme de ce travail, nous pouvons conclure qu’il existe une relation étroite
entre I’état corporel et le stress oxydatif et que 1’état d’embonpoint normal, avec une
notre de BCS de 3, est le plus indiqué pour réduire les effets néfastes du stress

oxydatif. Les vaches grasses et maigres sont en effet, celles qui expriment le plus les
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altérations les plus importantes. Les mécanismes d’action de 1’état corporel sur le
stress oxydatif méritent d’étre explorer plus profondément, plus particulierement en
ce qui concerne les résultats de fertilité apres insémination artificielle, de méme que

I’intérét de I’enrichissement des rations alimentaires par des antioxydants.
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ABSTRACT

It is well known in cattle that reproductive disorders are intimately associated with low or high body condition
score (BCS). However, little is known concerning the relationship between BCS and oxidative stress, particularly in the
reproductive tract. Thus, the aim of the present study was to investigate the oxidative stress biomarkers according to cows
BCS values in the plasma, ovaries, oviductal, follicular and uterine fluids. The study was conducted on 58 cows classified in
four classes (1, 2, 3 and 4) of BCS varying from1-1.5, 2-2.5, 3-3.5 and 4-4.5, respectively. The genital tracts and plasma were
collected from slaughtered cows and processed within 5h after slaughtering. The number of ovarian follicles was measured
using ultrasonography and the oxidative stress was assessed by considering total antioxidant status (TAS), catalase activity
(CAT), and thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS). The results showed that follicles number was significantly
affected by BCS; cows with medium BCS (3) presented higher number of follicles than cows with low or high BCS (<3 or >3).
Overall, BCS affects significantly the oxidative stress status at different levels of the reproductive tract. Cows with medium
BCS (3) showed the best oxidative status than those with low or high values (BCS <3 or >3). In conclusion, the current results
suggest that reproductive disorders observed in cows with low or high BCS values could be mediated through oxidative

stress affecting consequently the reproductive tract and finally compromising fertility outputs.

Key words: BCS, oxidative status, follicles number, reproductive tract, reproduction

INTRODUCTION

Body condition score (BCS), reflecting the
nutritional status in beef and dairy cows, has been
extensively considered as a valuable practical
tool in herd management. BCS is significantly
related to metabolic status, productive and
reproductive performances (1). BCS measures, by
visual inspection and/or palpation, the amount of
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metabolic energy stored as subcutaneous fat (2). In
dairy cows particularly, BCS has been widely used
as a practical method in nutrition management (3)
and remains significantly associated with incidence
of metabolic disorders (4). The importance of BCS
in fertility has also been reported (4).

Insufficient intake of energy has been associated
with poor reproduction performance in cows with
various health problems (5). In this respect, Stagg et
al. (6) reported that lower luteinizing hormone (LH)
pulse frequency induces prolonged anestrus period
in cows that calved with low BCS (<2.5). Similarly,
it is shown that cows could be pregnant only with
BCS of 2.75-3 and not losing more than 0.5 of BCS
unit between calving and first service (7).

On the other hand, excessive body energy
reserves can cause several health problems,
(reproductive failure, obese and older heifers at
puberty that present difficulties during pregnancy)



Khaled A. et al.

as well as disorders in the development of the
mammary gland. As well, excessive fat reserves
in dairy cows have been associated with a greater
risk of a lowered milk yield and metabolic
disorders (4).

There is considerable evidence to support that
oxidative stress contributes to a number of health
disorders. Excessive reactive oxygen spices
(ROS) might damage macromolecules including
lipids, proteins, polysaccharides and DNA,
leading to cell injury, and increased susceptibility
to a variety of health disorders including immune
dysfunction, sepsis, mastitis, acidosis, ketosis,
enteritis, pneumonia, and other diseases (8).
Nevertheless, in cattle, there is real scarce
information regarding the association between
the oxidative status and BCS. Therefore, the aim
of the present study was to investigate the impact
of BCS on oxidative status at different levels of
the reproductive tract.

MATERIAL AND METHODS

Chemicals

The following reagents: sodium chlorid,
trichloroacetic  acid, potassium dihydrogen
phosphate, dipotassium hydrogen phosphate,
DPPH  (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl), ~ABTS

(2,2'-azinobis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic
acid diamonium  salt), potassium persulfate,
hydrogen peroxide, TBA (thiobarbituric acid),
sodium hydroxide (NaOH), ethylene diamine
tetraacetic acid (EDTA) were obtained from
commercial suppliers and used without further
purification.

Animals

A total of 58 cows were selected for this study
and classified according to their body condition
score (BCS). BCS were assigned by experienced
veterinarian using a five-point scale method (scale
of 1 to 5) as described previously (9). On the
basis of the individual values, four BCS classes
were considered: 1 (1-1.5), 2 (2-2.5), 3 (3-3.5) and
4 (4-4.5).

Preparation of plasma and isolation of bovine
erythrocytes

Blood samples were collected into heparinized
tubes from cows before slaughtering. Blood was
centrifuged at 5000g for 10 minutes to separate
plasma. Plasma was stored at -20 °C for late use.

i

Collection of follicular fluid, oviductal fluid,
ovaries and uterine fluid

The genital tracts of the studied cows were
obtained from slaughterhouse. The tracts were
transported to the laboratory in a cooler (4 °C). All
samples were collected and processed within 1 hour
after slaughtering.

Morphology of the corpus luteum was assessed
for each individual cow to estimate the stage of
the estrous cycle and the follicles number was
determined using an ultrasonography.

Follicular fluid

Follicular fluid was aspirated from each follicle
with an insulin syringe, due to the low volume of
removed follicular fluid from the different follicles
of the two ovaries. Samples were kept on ice until
centrifugation for 5 minutes at 5400g to remove
blood cells. The clear supernatants were aliquoted
and stored at -20 °C until use.

Oviductal fluid

Oviducts were separated from the ovaries and
the enveloping connective tissues were removed.
Oviductal epithelial cells were recovered in plastic
tubes by flushing method; each oviduct was flushed
with 1ml of physiological solution (0.9% NaCl). The
cells were lysed in three volumes of distilled water,
and then centrifuged at 5000g for 10 minutes; the
supernatants were collected and stored at -20 °C
until use.

Uterine fluid

The fluid was collected by flushing the uterine
cavity with 10 ml of 0.9% NaCl. The fluid was
aliquoted and stored at -20 °C.

Ovaries homogenate

The ovaries were homogenized using a blender.
The homogenate was lysed in distilled water, and
lysate was centrifuged at 5000g for 15 minutes to
obtain the supernatant which was used as a whole
cell extract.

Measurement of antioxidant activity

Three biochemical markers of oxidative stress
were measured including total antioxidant status
(TAS), catalase activity (CAT), and the level of
lipid peroxidation (TBARS). These biomarkers
were measured in the ovaries, oviductal and uterine
fluids, follicular fluid and plasma.
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Catalase activity

Catalase activity was determined using the
method of Aebi (10) by measuring the degradation
rate of H,O,. Briefly, 20 pl of tissue sample were
incubated with 1250 pl of PBS then 730pl of
H,0, (50 mmol/l) were added. The decrease in
absorbance at 240 nm was measured. Catalase
activity was expressed in terms of 1moles of H,O,
consumed/min/ml.

Total antioxidant status

The antioxidant status of tissue samples was
evaluated according to the method of Re et al.
(11). This assay is based on the inhibition of the
absorbance of the free radical cation from ABTS
(2,2’-azinobis (3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic
acid)) by antioxidants. Briefly, ABTS was dissolved
in deionized water to make a 7 mM concentration
solution. ABTS was incubated with 2.45 mM
potassium persulfate in order to produce the free
radical cation (ABTS™) and the mixture was
allowed to stand in the dark at room temperature
for 12-16 h before use. For our study, the ABTS™
solution was diluted to an absorbance of 0.7 (+0.02)
at 734 nm. A volume of 10 pl of each tissue sample
was added of 2 ml of diluted ABTS™ solution.
The absorbance reading was taken exactly 6 min
after initial mixing. All experiments were carried
out in triplicate. Radical scavenging activity was
expressed as the percentage of inhibition.

Measurement of lipid peroxidation

Thiobarbituric ~ acid reactive  substances
(TBARS) were determined following the method
of Stocks and Dormandy (12). Tissue samples
were deproteinised by adding trichloroacetic acid
(0.5m10f 30% TCA) and subsequently incubated at
0 °C for 120 min. The mixture was centrifuged at
2500g for 10 minutes at 4 °C and a portion of the
supernatant (1 ml) was mixed with thiobarbituric
acid (0.25 ml of 1% TBA dissolved in 0.05 mol/I of
NaOH) and EDTA (0.075 ml of 0.1 mol/l EDTA)
and heated at 95 °C for 15 min then immediately
cooled under tap water. The absorbance of the
supernatant was determined at 535 nm against
a blank that contained all the reagents minus the
biological sample. The concentration of TBARS
was expressed in absorbance units.

Statistical analysis

All experiments were carried out in triplicate
and the data are given as means £ S.E. Calculation of

means, S.E, and statistical analysis were performed
using Statview 4.02 software (Abacus Concepts
Inc., Berkeley, CA, USA). Values of each parameter
were expressed as the mean = S.E. Variables used
for comparison purposes were the BCS classes.
Differences between treatments were assessed
using a one-way ANOVA, followed by posthoc
Fisher’s test. Values were considered significant
when P < 0.05.

RESULTS

Follicles number

Follicles number detected by ultrasonography
according to BCS values is given in Fig. 1. Cows
having BCS 3 and 2 presented the maximum
number of follicles with values of 19.87+2.76 and
16.50£2.56, respectively. In contrast, cows having
BCS 1 and 4 showed the lowest follicles number with
values of 6.75+1.39 and 11.66+2.10, respectively.
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Figure 1. Follicles number measured

ultrasonographically in relation to body condition score
(BCS). Values are represented as mean + S.E. Different
letters indicate significant differences (P < 0.05)

Total antioxidant status

Fig. 2. illustrates the results of the antiradical
activity expressed as a percentage inhibition of
ABTS. It was found that the total antioxidant status
of the oviductal fluid (panel A), uterine fluid (panel
B), follicular fluid (panel C), ovaries (panel D) and
plasma (panel E) were significantly higher
(P < 0.05) in cows with BCS 3. Cows with
BCS 1 and 4 presented the lowest total antioxidant
status in all the analyzed tissues. The intermediate
values were observed in cows with BCS 2.
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Figure 2. Relationship between total antioxidant status and BCS in oviductal fluid (panel A), uterine fluid (panel
B), follicular fluid (panel C), ovaries (panel D) and plasma (panel E). Values are represented as mean + S.E. Different

letters indicate significant differences (P < 0.05)

Catalase activity

Catalase is an important enzyme in the
antioxidant defense system protecting animals from
oxidative stress. It catalyzes the conversion of the
hydrogen peroxide (H,0,) into oxygen and water.

Fig. 3. shows the results of catalase activity in
oviductal fluid (panel A), uterine fluid (panel B),

follicular fluid (panel C), ovaries (panel D) and
plasma (panel E) according to BCS. The highest
activity was recorded in samples from cows with
BCS 3, while cows having BCS 4 presented the
lowest catalase activity, particularly in the follicular
fluids and ovaries. In the plasma samples, cows
with BCS 1 showed the lowest activity.
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Figure 3. Relationship between catalase activity and BCS in oviductal fluid (panel A), uterine fluid (panel B),
follicular fluid (panel C), ovaries (panel D) and plasma (panel E). Values are represented as mean + S.E. Different

letters indicate significant differences (P < 0.05)
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Figure 4. Relationship between TBARS and BCS in oviductal fluid (panel A), uterine fluid (panel B), follicular
fluid (panel C), ovaries (panel D) and plasma (panel E). Values are represented as mean + S.E. Different letters

indicate significant differences (P < 0.05)

Lipid peroxidation

The data are shown in Fig. 4. No significant
differences in lipid peroxidation were observed
in the Follicular fluid (panel C) among the cows
having different BCS. However, concerning the
other analyzed samples (oviductal fluid (panel
A), uterine fluid (panel B), ovaries (panel D) and
plasma (panel E), the lowest lipid peroxidation was
observed in cows having BCS 3.

DISCUSSION

The nutritional status, evaluated trough BCS,
reflects the body reserves available for basic
metabolism, growth, lactation and reproductive
activity (13). The existence of relationship between
reproductive performances and BCS in cattle
has been well established (14). However, to our
knowledge no previous reports have investigated
the impact of BCS, especially the impact of the
low or high values, on the oxidative status in the
reproductive tract.

In humans, studies on the pathophysiology of
unexplained infertility have incriminated oxidative
stress as an underlying factor (15) and it has been
shown that ROS may contribute to the relative
inferiority of oocyte quality during in vitro assisted
reproductive technologies (16). In fact, excessive
ROS production are known to overpower the
body’s natural antioxidant defense system, creating

an environment unsuitable for normal female
physiology (17).

In dairy cows, assessing oxidative status in
reproductive tract merit investigation since the
metabolites of the oxidative stress participate
in several procreation processes. Analyzing the
oxidative stress in situations of altered body score
condition could offer real opportunities to understand
underlying mechanisms affecting cow fertility.

In the present study, we determined the
number of follicles according to body condition
score. Furthermore, components of the primary
antioxidant defense system as well as indicator for
oxidative damage in the reproductive tract were
also evaluated.

The results of ultrasonography showed that
the number of follicles is significantly affected by
body condition score (BCS). Cows with low or high
BCS (<3 or >3) showed less follicles than those with
BCS 3. Similar results are reported previously in
rat with a significant decrease in follicles number
in relation to limited nutritional exposure (18). In
human, suboptimal oocyte quality was reported in
obese women (19).

Because nutrition acts at different levels of the
system that controls reproduction, it also affects the
pattern of secretion of GnRH and the gonadotropins
in situations of under-nutrition (20). Diskin et al.
(21) demonstrated that dietary restriction reduced
dominant follicle growth rate and adversely affected
the size and ovulatory fate of the dominant follicle.

v
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The current results revealed an obvious
relationship between BCS and oxidative stress in
reproductive tract. It was found that ovaries in cows
with BCS 3 presented the highest levels of TAS
and CAT with subsequent low concentrations of
TBARS compared to cows with low or high BCS.

These findings are consistent with those of
Bernabucci et al. (22) who demonstrated that dairy
cows with high BCS losses are more sensitive to
oxidative stress. Importantly, it is well accepted
that overfeeding or underfeeding the donor cows
may influence oocyte quality and consequently
the success of embryo transfer (23). In addition,
the impaired oocyte quality has been associated
with excessive lipid content leading to infertility
(24). In mouse, similarly, it has been found
that maternal diet status of obese female alters
oocyte competence and developing embryo (25).
In murine oocytes, oxidative stress may be the
initiator of ageing and has the capacity to affect
mitochondrial function (26). In human, Polak et al.
(15) found a significant depletion of antioxidants
in patients with unexplained infertility than in
fertile women.

In the follicular fluid, both total antioxidant
status and catalase activity were significantly
higher in cows with medium BCS (3). Follicular
fluid is an important microenvironment that plays
a crucial role in the development and maturation of
oocytes. In human, the oxidant-antioxidant state
of the follicular fluid and its effects on oocyte
has been largely investigated (27). It is reported
that oocyte developing within a follicular fluid
of enhanced antioxidant capacity might be more
fertile than ones with lower levels of antioxidant
(28). Similarly, in women undergoing in vitro
fertilization (IVF), it was found that oocytes
with follicular fluid containing increased total
antioxidants levels resulted in higher pregnancy
rates (29). As well, it has been demonstrated
that follicular fluid containing higher levels
of catalase and superoxide dismutase showed
better fertilization and cleavage rates in patients
undergoing IVF (30). In the other hand, Kazemi et
al. (31) reported that the duration of infertility was
strongly associated with decreased antioxidant
defense in women follicular environment.

In the current study a perfect similarity was
observed concerning the oxidative status between
the ovaries and the oviductal fluid. In both tissues
total antioxidant status and catalase activity were
significantly higher in cows with medium BCS.

Oviduct is an active and dynamic organ which
provides an adequate environment for sperm

vi

transport and capacitation, oocyte maturation,
fertilization and early embryonic development
(32). The modification of oviductal conditions
may affect the embryonic developmental
competence (33). In fact, oviductal environment is
the specific and responsible region for the success
of fertilization process (34), particularly; that
the oviduct provides the nutrients for complete
balance of antioxidants for oocyte survival (35).
On contrary, increased levels of ROS have been
implicated in embryonic arrest and poor fertility
outcomes (36).

When exploring total antioxidant status and
catalase activity in uterus, values were significantly
higher in cows with medium BCS (3) revealing
consequently a better micro-environment compared
to cows with low or high BCS. It is well established
that a cow cannot conceive after calving until its
reproductive tract has recovered sufficiently to
support another pregnancy. However, the redox
status and oxidative stress in the endometrium is
still poorly defined. A recent study showed that
activity of antioxidants enzymes was up regulated
during pregnancy in the endometrium of a normal
sheep (37). According to the authors the increase of
antioxidant enzymes between the days 16 and 21 is
important to prevent a possible oxidative damage
in early pregnancy. Yoon et al. (38) showed that
excessive ROS reduced the embryo development
rate and increased the number of apoptotic cells in
embryos cultured in vitro.

The oxidative status in plasma samples
was better in cows with medium BCS than in
cows with low or high BCS. Investigating the
oxidative status in plasma is fundamentally
important to assess a physiologically altered
state, to detect adverse nutritional condition or an
increased disease situation. Many substrates in
plasma including oxygen, polyunsaturated fatty
acids, phospholipids, cholesterol are targeted
by oxidation. Several studies reported positive
correlations between high BCS, plasma non-
esterified fatty acid (NEFA) levels, and increased
incidence of health problems in dairy cattle as
a consequence of accelerated BCS drop during
the periparturient period (1, 4, 39). Interestingly,
Bernabucci et al. (22) studied the association
between BCS, lipid mobilization (NEFA) and the
oxidative stress imbalance; they found that cows
with elevated plasma NEFA levels presented higher
plasma levels of reactive oxygen metabolites and
lower levels of antioxidants.
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CONCLUSION

The nutritional status in cattle, reflected by
BCS, is an important factor affecting reproductive
function and plays a pivotal role in determining
fertility. The current study demonstrated that both
follicles number and oxidative stress biomarkers
are significantly affected by BCS. It was shown
particularly that oxidative stress is associated with
low or high BCS values including cows with high
(>3) and low (<3) values. These findings support
that oxidative stress is probably a key factor
underlying the different diseases associated with
altered nutritional status.
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Résumé :

La notation de 1’état corporel s’est avérée un outil fiable et simple d’utilisation pour évalue les réserves
énergétiques et adipeuses d’un animal. En effet compte tenu de la dégradation des performances de reproduction,
I’approche collective des facteurs d’élevage est rendue nécessaire. L’étude des variations de la note de 1’état
corporel s’avére un excellent estimateur de la conduite nutritionnelle du troupeau.

Les travaux menés au cours de cette thése se sont articulé autour de 1’étude de I’effet de I’état corporel sur le statut
oxydatif chez les bovins. Le sérum a été récupéré apres centrifugation du sang prélevé des vaches avant abattage. Le
liquide folliculaire et utérin, les ovaires, les cellules oviductales ont été récupérées a partir des matrices de vache
aprés abatage. L’évaluation du statut oxydatif a été évaluée a ’aide de trois tests : le statut antioxydant total,
I’activité enzymatique de la catalase et la peroxydation lipidique. L’étude statistique a été effectué par le logiciel
Statview 4.02 software (Abacus Concepts Inc., Berkeley, CA.USA). Le nombre de follicules été estimé par
échographie des ovaires. Les résultats obtenu ont montré que 1’état corporel affecte le nombre de follicules et le
statut oxydatif et que les vaches avec BCS (3) présentent le meilleur statut oxydatif et le nombre de follicules le plus
élevé.

Mots clé : sérum, liquide folliculaire, liquide utérin, ovaires, cellule oviductale, état corporel, statut oxydatif.
Abstract

Body condition scoring has proven to be a reliable and easy tool to use for assessing the energy and fat reserves
of an animal. Indeed, given the deterioration of reproductive performance, the collective approach of breeding
factors is made necessary. The study of changes in the body condition score is an excellent estimator of the herd's
nutritional behavior.

The work carried out during this thesis focused on the study of the effect of body condition on oxidative status in
cattle. The serum was recovered after centrifugation of the blood taken from the cows before slaughter. Follicular
and uterine fluid, ovaries, oviductal cells were recovered from the cow after slaughter. Oxidative status
assessment was assessed using three tests: total antioxidant status, catalase enzymatic activity, and lipid
peroxidation. The statistical study was performed by Statview 4.02 software (Abacus Concepts Inc., Berkeley,
CA.USA).The number of follicles was estimated by ultrasonography of ovaries. The results obtained showed that
the body condition affects the number of follicles and the oxidative status and cows with BCS (3) have the best
oxidative status and the highest number of follicles.

Key words: plasma, follicular fluid, uterine fluid, ovaries, oviductal cells, body condition, oxidative status.
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