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Introduction générale

Ces derniéres années, la pollution croissante de I'environnement due a I'industrialisation
continue et au stress psychologique (Botelho et al ,2021 ; llacqua et al ,2018 ) a entrainé une
augmentation des problémes d'infertilité dans le monde entier. L'infertilit¢ chez 1’homme
représente aujourd'hui environ 50 % des problémes liés a la fécondité (llacqua et al ,2018).
L'infertilité est fréiquemment observée chez les patients atteints de cancer et chez les hommes
présentant une oligozoospermie ou une azoospermie grave due a un dysfonctionnement
spermatogénique. Cependant, avec I'élargissement rapide de l'agriculture moderne intensifiée,
la diversité génétique des espéces d'animaux de ferme se réduit rapidement dans de nombreuses
régions du monde. Selon le deuxiéme rapport en 2014 sur I'état des ressources génétiques
animales pour I'alimentation et I'agriculture dans le monde, 99 especes d'animaux d'élevage ont
disparu de la planete pour toujours. Actuellement, I'insemination artificielle avec du sperme
réfrigeré et/ou congelé-décongelé n'est pas une technique de routine ; son utilisation est limitee
a des cas spécifiques, tels que la préservation de materiel génétique précieux, les stratégies de
sécurité en cas de catastrophes naturelles, le transport de sperme sur de longues distances, et en
combinaison avec le tri par sexe (Shanehbandi et al,2020 ; Lee et al, 2013 ; Konc et al,2014 ;
Argyle et al, 2016 ; Peltoniemi et al, 2019 ; Zhang& Rawson,1996 ; Chatdarong ,2017 ;
Brusentsev et al ,2018 ).

La cryoconservation du sperme, en tant que procédure courante et importante, offre une
option thérapeutique précieuse dans le domaine de la reproduction assistée (Brotherton 1990 ;
O'Connell et al. 2002 ; Oehninger et al. 2000). En effet, la plupart des ressources biologiques
sont congelées dans des milieux contenant des produits d’origine animale, des agents
cryoprotecteurs parmi eux les antioxydants. Ces derniers sont les principaux facteurs de défense
contre le stress oxydatif (Silva et al. 2019). En fonction de leur structure chimique, il existe
deux types d'antioxydants : les antioxydants enzymatiques, tels que la glutathion peroxydase,
la glutathion réductase, le superoxydedismutase et la catalase (Alvarez et Storey 1989 ; Alvarez
et al. 1987), et les antioxydants non enzymatiques comprennent le glutathion réduit (GSH),

l'urate, l'acide ascorbique, la vitamine E (alpha tocophérol)....

Cependant, les antioxydants présentent certaines limites, tel que leur insolubilité et forte

instabilité dans les milieux aqueux, particulierement en raison de leur nature lipophile.

La nano-encapsulation peut étre fortement utile pour protéger les antioxydants de la

dégradation par contact direct avec des facteurs externes tels que la lumiére, I'oxygeéne, les
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produits chimiques, la chaleur et la pression..., ainsi que pour augmenter la biodisponibilité
dans les membranes et fluides biologiques. Parmi les systemes d’encapsulation les plus cités

dans la littérature en retrouve :

- Les cyclodextrines (CDs) : Des molécules-cage ou cages moléculaires d’origine
naturelle qui permettent d’encapsuler diverses molécules. Ce sont des oligoméres cycliques

composés de n chaines de glucopyranose liés en a-(1,4) (Patel et al 2020).

- Les liposomes : Des vésicules de matiére molle, non toxiques et biodégradables. Leurs
bicouches phospholipidiques, qui imitent les membranes cellulaires, font des liposomes des
matrices d'encapsulation de premier choix en thérapie. Ils peuvent encapsuler des composés
hydrophiles dans leur coeur aqueux ou bien des composés hydrophobes au sein de la bicouche

phospholipidique (Eroglu et al ,2019).

- Le polyethylene glycol : Une chaine polymérique, chimiquement inerte qui possede des
caractéristiques idéales d’hydratation et de flexibilité (Neves et al, 2011).

L’objectif du présent travail de thése est de mettre en ceuvre un ou plusieurs systémes innovants
de vectorisation des principes actifs hydrophobes (vitamine E et/ou cholestérol) dans le milieu
de la conservation spermatique. En effet, I’alpha-tocophérol et cholestérol sont largement
utilisées particulierement seule (non encapsulées), bien caractérisées et approuvées dans la

cryoconservation spermatique.

La premiere partie de notre travail, est une étude d’optimisation des paramétres de formulation
des liposomes chargées en vitamine E (encapsulée ou seule) par la méthode d’injection
éthanolique. Dans cette partie, il a été nécessaire en amont de mettre au point et de valider la

méthode de quantification par HPLC des principes actifs utilisés (vitamine E et cholestérol).

Par suite, afin de démontrer I’impact des formulations obtenues sur la solubilité et stabilité de
la vitamine E et/ou cholestérol, une évaluation de la cinétique de libération de I’alpha-
tocophérol encapsulée dans la solution liposomiale optimale ainsi qu’une étude de stabilité

physique et chimique sur les liposomes ont été réalisées.

Finalement, 1’efficacité cellulaire des solutions liposomiales a été démontée lors de la

cryoconservation spermatique de sperme d’origine animale.

Ce manuscrit a été divisé en deux parties :
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La premiere partie concerne une étude bibliographique riche englobant ; la cryoconservation
spermatique, les différents systémes d’encapsulation et les différents cryoconservateurs utilisés.
Cette partie a été valorisée par un article de synthése intitulé : Encapsulation nanotechnology in
sperm cryopreservation: systems preparation methods and antioxidants enhanced delivery,
publié dans une revue de renommée « CryoLetters ».

Dans la deuxieme partie, nous exposons les travaux expérimentaux qui seront développés sous

forme de trois sous parties, chacune valorisée par une publication scientifique.

Dans la premiére partie, vue la composition complexe du milieu de conservation spermatique a
mettre en ceuvre, un développement et validation d’'une méthode de dosage simultanée de la
vitamine E et cholestérol par HPLC, selon les criteres des ICH, a était réalisé. Ce travail a été
valorisé par un article de Recherche intitulé : Development and validation of HPLC method for
simultaneous quantification of alpha-tocopherol (free or encapsulated) and cholesterol in semen

cryopreservation media, publié dans un journal de renommé « Biomedical Chromatography».

La deuxiéme partie s’intéresse a la préparation ainsi qu’a I’optimisation par la méthode des
plans d’expériences du diametre et de la capacité d’encapsulation de liposome de vitamine E en
fonction de leur contenu en cholestérol et phospholipide. Par la suit un test sur la cellule
spermatique a été effectué afin de déterminer I’efficacité de la solution optimale. Ce travail a
été valorisé par un article de Recherche intitulé : Alpha  Tocopherol loaded in Liposome:
Preparation, Optimization, Characterization and Sperm Motility Protection, publié dans un

journal de renommé « Drug Delivery Letters ».

La troisiéme partie de cette thése résume les résultats de la cinétique de libération de la vitamine
E encapsulée dans les liposomes, ainsi que son étude de stabilité chimique et physique. Ce
travail fait parti d’un projet d’article de Recherche intitulé : A new system vitamin E loaded in
liposome: Drug release, Stability and efficiency in sperm cryopreservation protection, soumis

a publication dans un journal de renommé « CryoLetters ».

Enfin, ’ensemble des résultats obtenus durant de cette thése a fait ’objet d’une
discussion générale avant de terminer par une conclusion et I’identification des perspectives qui

pourraient enrichir et compléter le travail déja réalisé.
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1. Spermatozoides
L'appareil génital male comprend les glandes génitales que sont les testicules, productrices des
spermatozoides, et les voies spermatiques représentées successivement par I'épididyme, le canal
déférent et l'urétre. Des glandes annexes se trouvent associées aux voies spermatiques ainsi que
des formations érectiles. L’essentiel du tractus génital male se trouve hors de la cavité
abdominale : testicules et épididymes dans le scrotum, extrémité pénienne dans la cavité du
prépuce. La cavité abdominale héberge les conduits excréteurs des gamétes et des liquides dans
lesquelles ceux-ci baignent, ainsi que les glandes annexes génératrices de ces secrétions. Les
tubes séminiféres constituent I'unité fonctionnelle des testicules chargées d’élaborer les
spermatozoides. Le sperme est continuellement produit par les testicules et entreposé dans
I’épididyme. La prostate, les vésicules séminales et les glandes bulbo-urétrales (glandes de
Cowper) sécrétent le liquide spermatique. Le canal déférent faisant suite a I’épididyme présente
un épaississement appelé ampoule différentielle qui est le lieu de stockage des spermatozoides

avant 1’¢jaculation.

Les spermatozoides sont en suspension dans le liquide spermatique et I’ensemble est appelé «
sperme ». Le fructose est la seule source énergetiqgue de leur métabolisme. La piéce
intermédiaire constitue la principale zone d’activité métabolique. Le flagelle constitu¢ de
fibrilles contractiles joue un rdle moteur. La capacité de motilité (mouvements sans
déplacement) des spermatozoides est acquise lors du transit épididymaire. Leur activité
métabolique est aérobie dans le milieu extérieur et anaérobie dans le milieu intra-utérin. Leur

durée de survie hors des voies génitales males est de 24 heures (Yaye, 2009).

Longueur totale 50- 60 microns

! B | Téte ]
Piece w |
/ _intermédiaire
Mitochondries
Acrosome
Flagelle Centriole
Noyau

Queue 40- 50 microns

Figure 1: Structure du sperme.
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2. Cryoconservation spermatique

Il est largement rapporté que le processus de cryoconservation impliquant le refroidissement, la
congélation et la décongélation induit des modifications graves et préjudiciables des fonctions
des spermatozoides (Colas et al. 2009). 1l est bien connu que le processus de congélation et de
décongélation du sperme entraine non seulement des modifications néfastes de la composition
des lipides membranaires, de I'état des acrosomes et de la motilité et de la vitalité des
spermatozoides, mais aussi une augmentation des dommages causés a I'ADN des
spermatozoides (de Paula et al. 2006 ; Hammadeh et al. 1999 ; Isachenko et al. 2004 ; Said et
al. 2010 ; Thomson et al. 2009 ; Zribi et al. 2010). Pendant le processus de cryoconservation,
les spermatozoides subissent de nombreux stress liés a la baisse de température, a I'ajout de
cryoprotecteurs, a la formation de glace et a I'exposition a une osmolalité accrue du milieu

pendant la congelation (Watson, 2000).

2.1 Dommages cellulaires liés a la congélation et au refroidissement
Les dommages cellulaires (figure 1) sont d’origines multiples : biochimiques, mécaniques,
génétiques, etc. Ces dommages sont créés pas plusieurs phénomenes liées a la cryoconservation
(tableau 1). Comme souligné précédemment, les principaux dommages sont lies au froid, a la
présence de glaces, a la déshydratation (pression osmotique) et a la toxicité des cryoprotecteurs
(Kopeika et al 2015).

Tableau 1: Les principaux changements de la structure biologique lors de la congélation.

Facteurs physiques - Modification de la pression osmotique,
- Forces mécanique des cristaux de glace,
- Tension électrique entre les cristaux,

- Augmentation de la pression hydrostatique.

Facteurs chimique - Redistribution des composants ioniques,
- Changement du pH,

- Transition de phase des biopolymeéres,

- Transformation redox,

- Effets des cryoprotecteurs,

- Radicaux libres.
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2.1.1 Dommage liée au froid
Les dommages liés au froid, appelé « chilling injur », provoquent généralement des Iésions au
niveau de la membrane plasmatique en absence de la glace. On distingue deux types de

dommages :

- Les effets indésirables dus a I’exposition des cellules a des températures basses en
dessous d’un certain seuil : « Cold injury ».
- Leseffets indésirables dus a une cinétique de refroidissement trop élevée : « Cold choc »
(Mazur P et al ,2008).

La composition et la capacité de réponse des membranes des spermatozoides déterminent, dans
une large mesure, le degré de dommage subi lors des différentes vitesses de refroidissement, du
passage de la phase de transition lipidique et des déséquilibres ioniques. Ce phénomeéne est
communément appelé "choc froid" et provoque des changements dans la distribution des
phospholipides a travers la double membrane, entrainant une altération de sa fonction et de ses
capacites (Darin-Bennett et al, 1977 ; Sancho et al ,2007; Parks& Graham, 1992). En outre,
étant donné que les protéines sont des composants importants des membranes des
spermatozoides et que leurs interactions avec les lipides sont essentielles pour le
fonctionnement efficace de la membrane entiere, lorsque les spermatozoides sont soumis a une
température de congélation inférieure a la température de la phase de transition, il en résulte un
changement de I'état de gel et une addition progressive de lipides spécifiques au sein de la
membrane. En conséquence, les interactions lipide-protéine sont interrompues et, par
conséquent, les protéines n'agissent plus efficacement en tant qu'enzymes, récepteurs ou canaux
ioniques. En général, les changements dans l'intégrité et la motilité de la membrane plasmique
sont des indicateurs de la viabilité et de l'activité métabolique des spermatozoides (Lemma,
2011). En geneéral, les dommages produits par le choc froid se manifestent par une diminution
du métabolisme cellulaire, une altération de la perméabilité membranaire, une perte de
composants intracellulaires, une perte irréversible de motilité et une augmentation du nombre
de spermatozoides morts (Lemma, 2011). L'endommagement des membranes cellulaires a une
grande importance car il a un effet domino sur d'autres structures et fonctions cellulaires,
comme l'induction d'une réaction acrosomale prématurée, laltération de la fonction
mitochondriale, la réduction de la motilité et les défaillances de la décondensation de la
chromatine, qui influencent la viabilité et la fertilité des spermatozoides (Curry, 2000 ; Holt,
2000).
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2.1.2 Stress Oxydatif
Le stress oxydatif est causé par la production incontrélée et excessive d'espéces réactives de
l'oxygene (ROS). Les especes réactives de I'oxygene (ROS), également appelées radicaux libres
de l'oxygéne, contiennent un ou plusieurs électrons non appariés et donc des agents oxydants
tres réactifs. Ils sont formés comme sous-produits lors de réactions enzymatiques avec
I'oxygene au cours du métabolisme cellulaire normal (Agarwal et al 2014 ; Sikka 2001). Comme
toutes les cellules vivantes dans des conditions aérobies, les spermatozoides sont également
confrontés a I'oxygene (O.) et produisent donc des ROS pendant leur métabolisme normal (de
Lamirande et al, 1997). Les radicaux libres "volent" les électrons des structures environnantes,
provoquant ainsi des perturbations dans les structures voisines et transformant d'autres
molécules en radicaux libres (Du Plessis et al, 2015). Des exemples de ROS hautement réactifs
sont le radical anion superoxyde (O2), le radical hydroxyle (OH), le radical peroxyle (ROOQ) et
une sous-classe de radicaux libres dérives de l'azote (par exemple, I'oxyde nitrique (NO), le
peroxynitrate (ONOO-) (Sikka 2001; Lanzafame et al , 2009). Normalement, il existe un
équilibre entre les oxydants et les systémes antioxydants pour protéger les cellules contre les
dommages potentiels causes par les ROS. Lorsque la production de ROS dépasse les défenses
biologiques antioxydantes, un état appelé stress oxydatif se produit. Cela peut entrainer la

destruction partielle ou totale de la physiologie cellulaire (Tremellen ,2008).

Les spermatozoides ne contiennent qu'une quantité minimale d'enzymes et de systemes
antioxydants; en raison de leur manque important de cytoplasme, la majorité des antioxydants
sont contenus dans le liquide séminal (Kefer et al, 2009). Cela comprend des enzymes telles
que la superoxydedismutase (SOD) et la catalase ainsi que des substances non enzymatiques
comme l'acide ascorbique (vitamine C), I'a-tocophérol (vitamine E), la vitamine A (retionoide),
l'urate, l'albumine, etc (Agarwal et al, 2008). Le stress oxydatif peut endommager divers
composants et fonctions des spermatozoides. Il peut causer de graves dommages a la membrane
plasmique et a I'ADN, et également induire l'apoptose (Agarwal et al 2014). La membrane
plasmique des spermatozoides est particulierement vulnérable, en raison de sa teneur élevée en
acides gras polyinsaturés, et donc en doubles liaisons (Henkel, 2011). Cela peut affecter les
parametres du spermatozoide tels que la concentration, la motilité, la morphologie et donc la
fécondation (Agarwal et al 2014, Agarwal et al , 2008). Bien que des concentrations excessives
de ROS provoquent une pathologie du sperme, on estime qu'une concentration faible et
contrlée (niveaux physiologiques) est importante dans les processus importants de la

physiologie normale du sperme et de la fécondation (Agarwal et al 2014).



Etude bibliographique

/ T\ T\ r\ Q; Réorganisation Protéines/lipides
- ‘(\((\7 des phospholipides

TNt f\ﬁf\f\ﬂ
WWW \W&\w WEW

\ Dommage de la nlunbl ane pl asmez lll(.lll\,
Strcss oxydatlf 1
! Motilité

spermatique
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3. Antioxydants et la qualité spermatique

Les antioxydants, en général, sont des composés qui éliminent, neutralisent la formation de
ROS et la peroxydation des lipides. Par consequent, lI'application de piegeurs de ROS est
susceptible d'améliorer la fonction des spermatozoides. En raison de la petite taille du
composant cytoplasmique, la capacité antioxydante des spermatozoides est limitée lors d'un
stockage prolongé a des tempeératures supérieures a 0°C. Les antioxydants ordinaires contenus
dans le sperme comprennent : La vitamine E, la vitamine C, la superoxydedismutase, le
glutathion et la thioredoxine (David et al 2019).

3.1 Alpha tocophérol (vitamine E)

Herbert M. Evans et Katherine S. Bishop, ont découvert un facteur appelé "facteur X" dans
I'extrait lipidique de la laitue qui était nécessaire a la reproduction des rats (Evans et al, 1922).
En 1924, le "facteur X" a été nommé vitamine E par Barnet Sure (Barnett, 1924). Olcott et
Mattill (Olcott and Mattil, 1931) ont suggére que l'action de la vitamine E devait étre attribuée
a ses propriétés antioxydantes, bien que d'autres mécanismes n‘aient pas été exclus. L'idée que
la fonction moléculaire de la vitamine E est celle d'un antioxydant a dominé le domaine jusqu'en
1988, date a laguelle un mécanisme moléculaire alternatif a été proposé par Mahoney et Azzi
Mahoneyand Azzi, 1988).

3.1.1 Structure et Sources de la Vitamine E
La vitamine E, vitamine liposoluble a été découverte dans les légumes a feuilles vertes en 1922

(Evans et al, 1922). La vitamine E est une famille de 8 isoformes naturelles, a savoir, a, B, v, 6
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isoformes de tocophérol et a, B, v, 6 isoformes de tocotriénol. Les tocophérols et les tocotriénols
ont un cycle chromanol en commun. La chaine latérale phytyle hydrophobe a 16 atomes de
carbone est entiérement saturée en tocophérols alors qu'elle posséde 3 doubles liaisons trans
dans les tocotriénols. Quatre isoformes de chacun des tocophérols et des tocotriénols différent
par le degré de méthylation et la position du groupe méthyle attaché au cycle chromanol
(Tableau 2). Les principales sources alimentaires de vitamine E sont les noix et les huiles
végetales comestibles. Les sources de tocotriénols sont I'huile de palme, l'orge et les céréales
(Etsuo and Kouichi, 2019).

Tableau 2: Structures chimiques de I’a-, -, y- et 6-vitamine E.

Composant | R1 R2 R3 Structure chimique

a-tocophérol | CHs CHs | CHs

B-tocophérol | CH3 Hs CHs

y-tocophérol | Hs CHs CHs
Tocophérol

d-tocophérol | Hs Hs CHs

o-tocotrienol | CH3 CHs CHs

B-tocotrienol | CH3 Hs CHs

y-tocotrienol | Hs CHs CHs

d-tocotrienol | Hs Ha CHs Tocotriénol

3.1.2 Propriétés physico-chimiques de la vitamine E

e La vitamine E est un liquide visqueux, de consistance huileuse et de coloration jaune pale a
température ambiante.

e Elle est soluble dans les graisses, huiles et solvants organiques (éther, acétone, chloroforme,
alcools éthyliques et méthyliques) et insoluble dans 1’cau.

e [’oxydation de la vitamine E se fait en milieu basique a la lumiére et a la température élevée.

e En I’absence d’oxygéne et en milieu acide la vitamine E est stable.

e Elle présente une sensibilité aux rayons UV.

11
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Tableau 3: Propriétés physico-chimiques de la vitamine E.

Formule brute Ca29Hs5002

Masse molaire 430,69 g/mol

T de fusion 3°C

T d’ébullition 253°C

Solubilité Soluble dans I’acétone, éthanol, éther et les
huiles végétales. Insoluble dans I’eau.

Masse volumique 0,947-0,951 g/cm

3.1.3. Mécanisme d’action antioxydant

Suite a la suggestion originale d'Olcott et Mattill (Olcott and Mattil, 1931), les proprietés
antioxydantes de la vitamine E ont été étudiées de maniére intensive. En fait, il a été demontre
que la vitamine E fonctionne in vitro comme une molécule piégeant les radicaux peroxyle et
qu'elle inhibe la peroxydation des lipides. In vivo, apres avoir réagi avec un radical libre, le
groupe OH du chromanol n'est plus disponible et doit étre régénéré pour maintenir le statut
antioxydant. Bien qu'il ait été démontré que la régénération de la vitamine E a lieu in vitro
(Traber and Atkinson, 2007), in vivo, et en particulier chez 'nomme, le maintien de la vitamine
E dans l'organisme n'a pas été clairement associe a sa régeneration (Salonen et al, 2003). Les
Académies nationales des sciences, de lI'ingénierie et de la médecine écrivent : "On ne sait pas
dans quelle mesure la vitamine E est recyclée chez I'nomme et quelles espéces d'antioxydants
sont utilisées de préférence pour le recyclage” (Krinsky et al, 2000). En conclusion, la vitamine
E agit in vivo comme un antioxydant dans certaines conditions ; cependant, cela n'exclut pas
son action par des mécanismes moléculaires différents ou supplémentaires. La question de
savoir dans quelle mesure la protection contre les maladies est due a un antioxydant ou a d'autres

propriétés moléculaires de la vitamine E est une question de recherche future.
LOO-+Tocopherol-OH w—————) | OOH+ Tocopherol-O

Figure 3: Mécanisme antioxydant de la vitamine E.

3.2 Acide ascorbique
Au milieu du VIlle siécle, James Lind a démontré que le jus d'agrumes frais guérit le scorbut.
L'agent actif, la forme énolique de la 3-céto-L-gulofuranlactone, baptisée acide ascorbique ou

vitamine C, a été isolé a la fin des années 1920 par Albert Szent-Gyorgyi. Au milieu des années
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1930, des méthodes ont été mises au point pour synthétiser le compose, et il est rapidement
devenu largement disponible a faible codt. Il a été rapidement établi que la substance était
pratiqguement non toxique, quel que soit le dosage. La fonction de base de la vitamine C était la

prévention du scorbut.

3.2.1 Structure et Sources de la Vitamine C

La vitamine C, acide L-ascorbique (Figure 3), est un composé organique hydrosoluble, tres
répandue dans le monde vivant. De formule chimique générale CsHgOs, la vitamine C appartient
aux groupes des sucres a 6 atomes et est un dérivé du D-Glucose. Elle est composée d’une
fonction cétone, d’un cycle lactone, d’une fonction eéne-diol et de deux fonctions alcools : 'une
primaire et I’autre secondaire. L’AA posseéde deux formes optiques : lévogyre et dextrogyre,
mais seule la forme Iévogyre, forme naturelle (acide L-ascorbique) est biologiquement active
(Martini et Seiller 2006). La vitamine C peut étre extraite de la nature ou créée par voie de
synthese a partir du D-Glucose (Munnich et al. 1987). Les sources les plus riches en acide
ascorbique sont notamment la groseille a maquereau indienne, les agrumes tels que le citron
vert, les oranges et les citrons, les tomates, les pommes de terre, la papaye, les poivrons verts et
rouges, les kiwis, les fraises et les cantaloups, les légumes a feuilles vertes tels que le brocoli,

les céreales enrichies, leurs jus sont également de riches sources de vitamine C.

HO
OH

Ol

H

Figure 4: Structure de I’acide ascorbique.
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Tableau 4: Caractéristiques physico-chimiques de la vitamine C.

Formule brute CesHsOs

Masse moléculaire 176.1241 g/mol

Aspect Poudre cristalline blanche ou légerement jaunatre.

Solubilité Solubilité dans ’eau 1g/3ml a 25 C’
Solubilité dans 1’alcool 1g/40ml & 25 C’

Stabilité Relativement stable a I’air sec, trés oxydable en solution aqueuse et

en mélanges, surtout en présence d’alcalin, de cuivre et de fer.

pH 2-3
T de fusion 1904192 C'.
Masse volumique 1.65

3.2.2 Mécanisme d’action antioxydant

Les propriétés chimiques et biologiques de l'acide ascorbique suggerent qu'il peut agir comme
un antioxydant in vivo (Levine et al, 1993). La vitamine C est un antioxydant primaire en ce
sens qu'elle neutralise directement les espéces radicalaires. Elle est peu réactive avec les
oxydants cellulaires courants tels que le peroxyde d'hydrogene et réagit probablement surtout

avec les produits de degradation du peroxyde d'hydrogene (Frei et al, 1988).

LOO + AH < > LOOH + A~

Figure 5: Mécanisme antioxydant de la vitamine C.

La vitamine C a la capacité de protéger contre la peroxydation des lipides en agissant comme
un piégeur des ROS et par la réduction d'un électron des radicaux hydroperoxyles des lipides
via le cycle redox de la vitamine E (Guilland, 2011) (Figure 4 et 5). Le radical LPO peut
endommager les macromolécules (ADN, ARN et protéines) et peut déclencher des réactions
cytotoxiques, génotoxiques et inflammatoires. La vitamine C convertit les produits de
peroxydation des lipides en produits LPO de vitamine C non réactifs. Cela permet de prévenir
I'interaction des macromolécules (ADN, ARN et protéines) avec les radicaux LPO. La vitamine
C joue un rdle dans la régenération de la vitamine E ; elle donne un électron au radical

tocophéryle (vitamine E-O-) et le réduit en tocophérol.
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Figure 6: Réaction de la vitamine E avec des radicaux péroxyles et la régénération de la
vitamine E radicalaire (alpha-tocophéryl) par la vitamine C.

4. Agents Cryoprotecteurs (renforcement membranaire)

Les cryoprotecteurs sont des produits chimiques de faible poids moléculaire et tres perméables
utilisés pour protéger les spermatozoides des dommages causeés par le gel lors de la
cristallisation de la glace. Les cryoprotecteurs agissent en diminuant le point de congélation
d'une substance, en réduisant la quantité de sels et de solutés présents dans la phase liquide de
I'échantillon et en diminuant la formation de glace dans les spermatozoides. Il est nécessaire
que le milieu interagisse avec les cellules. En effet, I'efficacité des substances cryoprotectrices
est également fonction du temps d'interaction entre les cryoprotecteurs et les cellules. La
supplémentation ou l'extraction de lipides et/ou de cholestérol peut modifier les propriétés des
membranes cellulaires. Cela peut étre réalisé en utilisant des cyclodextrines ou des liposomes
chargés en cholestérol, qui modifient le rapport cholestérol/phospholipides ou la composition
des phospholipides en augmentant les limites de tolérance osmotique, la sensibilité a la

peroxydation des lipides et la cryostabilité (Harald et al ,2016).

4.1 Cholestérol
En 1758, Francois-Paul Poulletier de la Salle a découvert une nouvelle substance organique
dans les calculs biliaires. En 1816, un célébre chimiste francais Michel-Eugéne Chevreul,
énonce les caractéristiques physico-chimiques de cette substance lipidique et la nomme

«cholestérine». En 1985, I’importance du cholestérol fut relevée par ’attribution du prix Nobel
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de Médecine a J.L. Goldstein et Mickael S. Brown pour leur découverte portant sur la régulation

du métabolisme du cholestérol (Schlienger, 2012).

4.1.1 Structure et Sources du cholestérol

Le cholestérol (C27H460) est le principal composé de la famille des stérols et est présent dans
les cellules d'origine animale, représentant le lipide le plus important dans les cellules
eucaryotes (Figure 6). 1l agit dans le contréle de la fluidité et de la perméabilité des membranes
cellulaires et dans la synthése des acides biliaires, de la vitamine D et des hormones stéroides.
De plus, il est un composant crucial dans la composition des lipoprotéines qui sont impliquées
dans le transport et le métabolisme des lipides dans le corps (Harper & Jacobson, 1999). Le
cholestérol peut étre présent sous sa forme libre, combiné avec des acides gras a longue chaine,
ou sous forme d'esters de cholestérol (Morzycki, 2014). Sous sa forme libre, le cholestérol est
un alcool polycyclique a longue chaine avec un cycle tétracyclique commun aux sterols. Il
possede un groupe hydroxyle en C3 et une insaturation entre les positions C5 et C6, ainsi qu'une
chaine latérale aliphatique (Hur et al, 2007).

Tableau 5: Propriétés physico-chimiques du cholestérol.

Formule chimique C27H160

Masse moléculaire (g/mol) 386,654

Masse volumique (g/cmd) 1,07a20°C

Point de fusion (°C) 147 a 150

Point d’ébullition (°C) 360

Point d’éclair (°C) 250

Solubilité Pratiquement insoluble dans I’eau

Figure 7: Structure du cholestérol
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4.1.2 Mécanisme d’action

Les molécules de cholestérol apportent de la rigidité et de la stabilité¢ a la membrane des
spermatozoides. En conséquence, la libération du cholestérol de la membrane du sperme, due a
I'action des protéines BS, diminue la résistance du sperme a la congélation, ce qui est
préjudiciable a la qualité du sperme apres la décongélation. Cependant, dans le sperme, ces
protéines ont des effets bénéfiques sur la qualité du sperme aprés la décongélation, en
protégeant les spermatozoides des dommages causés par la cryogénie (Mocé et al ,2010 ;
Mooreet al, 2005 ; Purdy and Graham, 2004).

5. Les systémes d’encapsulation

5.1 Cyclodextrines
Les cyclodextrines (CDs) ont eté découvertes par Villiers en 1891. Les cyclodextrines sont une
famille d'oligosaccharides cycliques, obtenus par dégradation enzymatique de l'amidon,
composes d'unités de D-glucopyranose liees en (1-4) Sur la base des unités de glucopyranose,
les cyclodextrines naturelles sont disponibles sous les noms a-, B- et y cyclodextrines comme
indique sur la figure7 (Arun et al., 2008; Zafar et al., 2014). Elles ont une forme tronconique
typique, ou les groupes hydroxyles primaires et secondaires sont orientes vers I'extérieur de la
cavité et sont situés, respectivement, sur ses bords plus étroits et plus larges ; les atomes
d'’hydrogeéne et les ponts d'oxygene glycosidique sont au contraire tournés vers l'intérieur de la
cavité, ce qui lui confere un caractére lipophile. La structure cyclique spéciale des molécules de
CD, présentant une surface extérieure hydrophile et une cavité interne a caractere hydrophobe,
est responsable d'une part de leur solubilité en milieu aqueux et, dautre part, de leur capacité a
piéger dans leur cavité des molécules hydrophobes de dimensions appropriées, conduisant ainsi
a la formation d'un "complexe d'inclusion”. Les caractéristiques des cyclodextrines sont
énumérées dans le tableau 6 (Arun et al, 2008;Yang et al, 2010 ; Zafar et al, 2014). Les
cyclodextrines peuvent former un complexe d'inclusion avec une variété de composeés solides,
liquides et méme gazeux. Les complexes formés lors de l'utilisation des CDs sont surtout connus
sous le nom de complexes héte-invité. L'hdte (CD) et l'invité (principe actif, PA) se lient
généralement dans un rapport de 1:1. Outre les complexes d'inclusion, des complexes de non-
inclusion peuvent également étre formés, dans lesquels la molécule hote peut étre fixée a la

partie externe du CD.
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Figure 8 : Structures de : I’a, B et y cyclodextrine.
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5.1.1 Caractéristiques physico-chimiques des cyclodextrines

Les CDs natives sont des composes cristallins, homogénes et non-hygroscopiques (Zafar et al.,
2014). Leurs principales caractéristiques sont rassemblées dans le tableau 6. Le diamétre de la
cavité et la masse moléculaire varient avec le nombre d’unités de glucose. Par contre, la hauteur
est la méme pour les trois CDs. Le diametre externe et le volume de la cavité augmentent en
allant de I’a-CD a la y-CD. Parmi les trois CDs natives, la B-CD est la plus intéressante du point
de vue complexation (Blach et al, 2008). Mais, la 3-CD posséde la plus faible solubilité aqueuse
(Tableau 6). Ceci peut s’expliquer par les liaisons hydrogeénes intramoléculaires qui
s’établissent entre les fonctions hydroxyles secondaires. Au sein de la B-CD, une ceinture
compléte de ces liaisons est formée, ce qui lui confére une structure relativement rigide et une
plus faible solubilité dans 1’eau (Arun et al, 2008; Zafar et al, 2014).

HOJ,

iR

Figure 9: Structure de la # Cyclodextrine.
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Tableau 6: Propriétés physico-chimiques des CDs natives (Szjetli, 1998; Challa et al, 2005 ;
Loftsson et Brewster, 2011).

Proprieté a-CD B-CD y-CD
Nombres d’unités de glucose 6 7 8
Formule moléculaire (CeH1005)s | (CeH10 Os)7 (CeH10 Os)s
Carbones asymeétriques 30 35 40

Masse moléculaire (g/mol) 972 1135 1297
Diametre de la cavité (A°) 5.7 7.8 9.5
Diametre de la périphérie (A°) 14.6-15 15.4-15.8 17.5-17.9
Volume de la cavité (A°) 173 262 427
Hauteur du cone (A°) 7.8 7.8 7.8
Molécules d’eau retenues dans la cavite 6-8 11-12 13-17
Température de fusion (°C) 275 280 275

pKa a 25°C 12.3 12.2 12.1

Log P & 25°C -13 -14 -17
Solubilité dans I’eau a 25°C (mg/ml) 145 18.5 232

Les CDs présentent les avantages suivants (Szjetli, 1998; Nuchuchua et al, 2009):

* Biocompatibilité, biodégradabilité et non-toxicité (le glucose est le produit majeur de la

dégradation);

* Non volatilité et non inflammabilité ;

* Faible activité pharmacologique ;

* Absence d’absorption dans la gamme d’UV utilisée pour la détection des solutés ;

» Stabilité dans une large gamme de pH ;

» Augmentation de la stabilité chimique, physique et thermique de la molécule encapsulée ;
» Augmentation de la solubilité aqueuse des molécules hydrophobes encapsulées ;

* Vitesse de libération contrdlée des molécules encapsulées ;

* Amélioration des activités biologiques de la molécule encapsulée.
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5.1.2 Dérivés des cyclodextrines

De nombreux dérivés de CDs ont été synthétisés pour différents objectifs (Szente et al,

1999) :

1) améliorer la capacité de complexation des CDs ;

2) augmenter leur solubilité aqueuse ;

3) augmenter leur affinité pour une molécule donnée ;

4) introduire des groupements spécifiques facilitant la complexation ;

5) synthétiser des polymeres ;

6) Réduire les dégats provoqués au niveau des membranes cellulaires. Les groupements

hydroxyles des CDs natives et surtout la B-CD peuvent étre modifiés par voie chimique ou

enzymatique (Szente, 1999). Les dérivés de cyclodextrines freqguemment rencontrés dans le

domaine pharmaceutique sont de type méthyle, hydroxypropyle (HP) et sulfobutyléther

(SBE) (Mosher et al, 2000).

Les dérivés de CD sont caractérises par le degré de substitution molaire moyen (MS) qui

est le nombre moyen de substitution par unité d’a-D-glucopyranose (le MS varie de 0 a 3)

(Szente et al, 1999). Le tableau 6 résume les caractéristiques des dérivés de cyclodextrines.

Tableau 7: Caracteéristiques des dérivés de cyclodextrines.

Cyclodextrine D.S Masse moléculaire | Solubilité aqueuse a 25 C (g/100 ml)
Dimeb 2 1331 572
Trimeb 3 1429 317
Rameb 1,8 1312 > 50°
Crysmeb 0,57 1191 22°
HP-b-CD 0,65 1400 > 60°
SBE-b-CD 0,9 2163 > 50°
HP-g-CD 0,6 1576 > 50°

& (Mosher and Thompson, 2000), ® (Loftsson and Duchéne, 2007),

5.1.3 Méthodes de préparation des complexes d’inclusion

Plusieurs méthodes de préparation sont utilisées pour former des complexes d’inclusion

comme: La co-précipitation, le co-mélange, le pétrissage, 1’extrusion, la neutralisation, la co-

évaporation, la lyophilisation, I’atomisation ou pulvérisation, I’inclusion a sec, I’inclusion en
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suspension, I’inclusion en méthode humide, I’inclusion par micro-ondes, I’inclusion au CO>

supercritique (Nasir et al, 2012).

5.1.4 Interactions des cyclodextrines avec les membranes

Les interactions de différentes cyclodextrines avec les composants vitaux (phospholipides et
cholestérol) des membranes biologiques permettent de mieux comprendre les conséquences de
ces interactions au niveau cellulaire. Des monocouches de lipides et des liposomes sont souvent
utilisés comme modeles membranaires pour étudier ’effet des CDs sur les membranes. Des
monocouches constituées de lipides purs ou en mélange ont été utilisées pour étudier leur
interaction avec des cyclodextrines natives en solution dans la phase aqueuse (Asgharian et al,
1988; Ohvo et al, 1996; Bernat et al, 2007; Grauby-Heywang et al, 2008). La p-CD n’a pas
montré une interaction significative avec la DPPC, (Asgharian et al, 1988) et la DMPC (Grauby-
Heywang et al, 2008). La B-CD extrait plus spécifiquement le cholestérol des monocouches
vers la phase aqueuse (Asgharian et al, 1988 ; Ohvo et al, 1996). Au contraire de la B-CD, la
cavité de I’a-CD semble étre trop petite pour inclure et extraire Le cholestérol (Ohvo et al,
1996). Les liposomes ont été également utilisés comme modéle membranaire pour des études
les interactions avec les cyclodextrines et ses dérivés. Les propriétés électrostatiques de la téte
polaire des phospholipides, sa charge et son moment dipolaire régissent 1’action de 1’a-CD
(Debouzy et al, 1998). L’affinité de 1’a-CD varie d’un phospholipide a un autre (Debouzy et al,
1998). Nishijo et al, 2000 ont étudié¢ I’interaction des CDs et leurs dériveés avec des liposomes
constitués de phospholipides qui different par la longueur de leurs chaines d’acides gras. Les
CDs (a-CD, Dimeb et Trimeb ) entraine la libération du carboxyfluoresceine dans les différents
types de liposomes, par contre, la B-CD, ’HP-B-CD et la y-CD n’entrainent pas la libération de
carboxyfluorescéine (Nishijo et al., 2000). L’effet des CDs sur ’intégrité membranaire des
liposomes est dépendant du type de veésicules, des lipides constitutifs du fait que les liposomes
constitués des phospholipides saturés sont toujours plus stables que ceux formés a partir des

phospholipides insaturés et du type de la cyclodextrine utilisé (Hatzi et al., 2007).

5.2 Liposomes
Les liposomes ont été fabriqués pour la premiére fois en 1965 par Bangham et ses collégues
alors qu’ils faisaient des recherches sur la membrane cellulaire (Bangham et al, 1965). Les
liposomes sont de petites vésicules dont la paroi est formée d’une ou plusieurs bicouches de
nature phospholipidiques, renfermant un espace interne aqueux figure 9. Leur intérét réside
principalement sur la possibilité de vectoriser des substances, soit par inclusion dans la
membrane lipidique, soit par encapsulation dans I’espace interne. Il est donc possible d’y
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encapsuler des principes actifs de solubilité tres différente (hydrophile, amphiphile ou
lipophile). Différentes formes pharmaceutiques a base de liposomes ont été mises au point tel
que les suspensions, les aérosols ou les formes semi-solides comme les gels et les cremes.
L’administration de ces formes se fait généralement soit par voie intraveineuse soit par voie
topique. Les liposomes peuvent étre utilisés comme vecteurs de thérapie génique en encapsulant
des génes ou des plasmides. lls peuvent aussi étre employés pour exposer des protéines virales
a leur surface, dans ce cas on les appelle des virosomes et sont donc utilisés comme vaccins. A
c6té de ces utilisations en pharmacie, les liposomes sont également utilisés en cosmétologie et
dans I’industrie agro-alimentaire (Laouini et al, 2012).

B Phospholipide
Molécule hydrophobe

Compartiment aqueux

Molécule hydrophile

Figure 10: Structure du liposome.

5.2.1 Composition des liposomes
En général, la composition des liposomes comprend des phospholipides naturels et/ou
synthétiques. Les bicouches liposomiques peuvent également contenir d'autres constituants tels
que le cholestérol, le polymere hydrophile, des lipides conjugués et de l'eau. Un avantage
évident des liposomes est le fait que la membrane lipidique est constituée de lipides

physiologiques, ce qui diminue le danger de toxicité aigué et chronique (Laouini et al, 2012).
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Phospholipide U Bicouche lipidique

Figure 11: Composition structural du liposome.

5.2.1.1  Phospholipides
Les phospholipides font partie de la famille des glycerolipides. Les glycérolipides sont
construits a partir du glycérol, dont deux fonctions alcool ont éte estérifiées par des acides gras
qui forment la zone hydrophobe (apolaire) de la molécule de phospholipide. La troisieme
fonction alcool porte un groupe phosphate polaire, lui-méme estérifié par différents
groupements (glycérol, choline, éthanolamine, sérine et inositol) (Tableau 8), constituant la téte
polaire du phospholipide (Shashi et al, 2012). Les molécules de phospholipides ont tendance a
s’organiser en solution de maniére a ce que les groupements polaires soient en contact avec des

groupements polaires et inversement.
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Tableau 8: Exemples de groupement chimique associé au phosphate des phospholipides.

Formule chimique du groupement associé
Nom Abréviation au phosphate des phospholipides
Acide phosphatidique PA -H
Phosphatidylcholine PC -CH2-CH2-N(CH3)3"
Phosphatidyléthanolamine PE -CH2-CH2-NH3"
Phosphatidylsérine PS -CH2-CH-(COO)NH3*

Phosphatidylinositol Pl

H H

OH OH

H OH

Phosphatidylglyceérol PG -CH2CHOH-CH20H

5.2.1.1.1 Température de transition de phase des phospholipides
Les phospholipides possedent une température de transition de phase qui correspond au passage
réversible d’un état ordonné (Lg ou configuration trans) vers un état désordonné (L, ou
configuration gauche) via un état intermédiaire Pp (Figurell). La température de transition de
phase dépend de la longueur et de la saturation des chaines des phospholipides. Pour les
phospholipides les plus utiliseés (phosphatidyl choline), la température de transition de phase est
comprise entre 271 et 328 K. Les deux états, Lg et L, résultent d’une rotation possible autour
des liaisons C-C des queues des chaines hydrocarbonées. A une température inférieure a la
température de transition de phase, les chaines hydrocarbonées sont étirées au maximum (état
Lg). Une élévation de la température entraine un accroissement de la mobilité moléculaire. La
probabilité d’une isomérisation trans - gauche s’accroit alors. Au-dela de la température de
transition de phase, les phospholipides passent d’une configuration ordonnée a une
configuration désordonnée (Lg a L,). Dans la configuration désordonnée, les chaines

hydrocarbonées ne sont plus étirées (Lorin et al, 2004; Maxfield et al, 2005).
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Figure 12: Configuration trans et gauche des phospholipides au sein de la membrane
phospholipidique.
Les liposomes ne se forment que si la proportion d’eau est suffisante et si sa température est
supérieure a la température de transition de phase des phospholipides utilisés. En cas de
mélange de phospholipides, la température de la phase aqueuse doit étre supérieure a la
température de transition de phase du phospholipide ayant la plus élevée (tableau 9).

Tableau 9: Illustration d’exemple de la température de transition de phase de certains

phospholipides.Illustration d’exemple de la température de transition de phase de certains
phospholipides.

Phospholipides Tm (°C)
DMPC (14 :0) 23
DPPC (16 :0) 41
DSPC (18 :0) 55

5.2.1.2 Cholesteérol

Le cholesterol est utilisé dans la formulation des liposomes cas il permet de réduire (atténuer)
les effets de la température sur la bicouche lipidique. Dans les membranes, la partie polaire du
cholestérol est en contact avec les tétes polaires et la partie hydrophobe avec les chaines
hydrocarbonées dans le ceeur de la bicouche. Dans le cas ou la température est inférieure a la
température de transition de phase , le cholestérol réduit la rigidité de membrane, dans le cas
contraire, lorsque la température est supérieure a la température de transition de phase, il

diminue le mouvement des phospholipides au sein de la bicouche (Maxfield et al, 2005;
Matsingou et al, 2007).
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5.2.2 Classification
Les liposomes peuvent étre classés en fonction :

- De la composition et I’application in vivo, en cing types (Sharma and U. Sharma, 1997)
. (i) les liposomes classiques ; (ii) les liposomes sensibles au pH ; (iii) les liposomes
cationiques ; (iv) les immunoliposomes et (v) les liposomes a longue circulation.

- De leur morphologies, la taille et du nombre de bicouches, dans (Figure 12) : (i) Petites
vésicules unilamellaires (SUV) : 20 - 100 nm ; (ii) Grandes vésicules unilamellaires
(LUV) : > 100 nm ; (iii) Veésicules unilamellaires géantes (GUV) : > 1000 nm ; (iv)
Veésicules oligolamellaires (OLV) : 100 - 500 nm et (v) Vésicules multilamellaires
(MLV) (Bordi et al , 2006).

- De nouveaux types de liposomes, appelés double liposome (DL) (Ebato et al ,2003) et
vésicules multivésiculaires (MVV) (Grant et al ,2004).

Taille 4

MVV 0.5-5

et GUV>1000nm
€ LuV> 100nm
SUV 20 -100nm

>

Lamellaire

Figure 13: Schéma représentatif de la taille et nombre de lamelles des liposomes.

5.2.3 Meéthodes de préparation des liposomes
De nombreuses méthodes de préparation des liposomes ont été développées mais seules
quelques-unes permettent d’encapsuler des quantités suffisantes de principes actifs
hydrosolubles. Le choix de la méthode de préparation des liposomes dépend de plusieurs

parametres (Mozafari et al, 2008):
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1. Les propriétés physico-chimiques de la molécule encapsulée et celles des composants

liposomiques,

2. La nature du milieu dans lequel les vésicules lipidiques seront dispersees,

3. La concentration de la substance encapsulée et sa toxicité potentielle,

4. Lataille optimale, la polydispersité et la durée de vie des vésicules pour I’application prévue,

5. La reproductibilité¢ de la méthode et la possibilité de production a grande échelle des

liposomes.

Rongen et al (1997) proposent une classification de ces méthodes de fabrication en quatre

groupes :
1. Les méthodes mécaniques de dispersion de phospholipides,

2. Les méthodes basées sur 1’élimination du tensioactif,

3. Les methodes basées sur la transformation de liposomes préformés,

4. Les méthodes basées sur 1’élimination du solvant organique.
5.2.3.1. Les méthodes mécaniques de dispersion de phospholipides

- Hydratation du film lipidique
En 1965, Bangham et al, ont décrit la formation de vésicules lipidiques par hydratation du film
phospholipidique. Au contact d’une solution aqueuse, plusieurs bicouches lipidiques
superposées, s’hydratent, deviennent fluides, gonflent puis se décollent des parois du ballon
pour former spontanément des vésicules. Ce procédé permet d’obtenir des vésicules
multilamellaires de grande taille (de ’ordre du micromeétre). La distribution de la taille est par

ailleurs tres hétérogéne (Bangham et al, 1965).

- Sonication
Saunders et al (1962) propose I’utilisation des ultrasons afin de réduire le diamétre des
liposomes MLV en SUV unilamellaires de petite taille ayant un diametre compris étre 15 a 50
nm selon la composition en lipides. On utilise un bain a ultrasons ou une sonde. Les ultrasons
fournissent de I'énergie acoustique induisant une pression brisant les MLV en petites vésicules
unilamellaires de type SUV (Cho et al, 2013). La durée, la température ainsi que la puissance

de sonication influencent la taille des vésicules traitées (Cho et al, 2013).
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- Extrusion
L’extrusion des liposomes est réalisée soit a travers des membranes de polycarbonate ou bien

sur une presse de French.

La membranes de polycarbonate consiste a forcer une suspension des liposomes a traverser un
filtre de polycarbonate ayant une taille des pores bien définies afin d’obtenir des liposomes d’un
diamétre proche de la taille des pores de la membrane utilisée (Lapinski et al, 2007), sous
atmosphére d’azote et sous pression modérée (100-250 psi) a une température supérieure a la
Tm du phospholipide (MacDonald et al, 1991). L’extrusion des liposomes peut également
s’effectuer sur une presse de French décrite par Hamilton en 1980. La suspension liposomiale
est placée dans une chambre presse de French a température ambiante, extrudé a I’aide d’un

piston sous une pression plus élevée que celle utilisée avec les membranes de polycarbonate.

- Microfluidisation

La microfluidisation est utilisée pour homogeéneiser les suspensions de MLV. Elle consiste a
forcer les suspensions de MLV sous haute pression (10000 psi) a travers un filtre ayant des
pores de 5 um de diametre, la suspension est séparée en deux canaux qui se rejoignent dans une
chambre d’interaction ou les vésicules vont s’entrechoquer a une grande vitesse pour former
des petites vésicules de taille homogene. Plus on augmente le nombre de passage a travers le
microfluidiseur, plus la taille des liposomes et leur polydispersité diminuent (Vemuri et al,
1990).

5.2.3.2. Les méthodes basées sur I’élimination du tensioactif

Les phospholipides sont solubilisés dans un milieu aqueux a I’aide d’un tensioactif (Tween 20,
Triton x100), il y‘aura alors formation de micelles mixtes lorsque le tensioactif est éliminé. Ceci
résulte de la formation des micelles riches en phospholipides qui fusionneront pour devenir des
liposomes LUV. L’élimination du tensioactif se fait par dialyse, par chromatographie
d’exclusion stérique sur un gel de sephadex ou par chromatographie d’adsorption sur des résines

hydrophobes.
5.2.3.3. Les méthodes basées sur I’élimination du solvant

- Evaporation en phase inverse
Cette méthode permet 1’obtention des liposomes unilamellaires avec une grande cavité aqueuse
LUV. Le solvant organique le plus souvent utilisé est le chloroforme ou un mélange de

chloroforme/éther isopropylique (1:1), et d’y ajouter la phase aqueuse contenant les molécules
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hydrophiles & encapsuler, la phase aqueuse pouvant contenir un principe actif est ajoutée a la
phase organique. Le mélange non-miscible va subir une agitation mécanique ou ultrasonique.
Cette agitation donne une émulsion eau/huile constituée des micelles inverses dans lesquelles
la phase aqueuse est enfermée a I’intérieur des micelles. L’élimination de la phase organique
entraine le rapprochent des monocouches de phospholipides pour former les liposomes (Szoka
et Papahadjopoulos, 1978).

- Injection de solvant organique
Des phospholipides dissous dans 1’éther éthylique, 1’éthanol ou un mélange éther
¢thylique/méthanol sont injectés a I’aide d’une seringue dans une solution aqueuse contenant le
principe actif. La solution aqueuse est sous agitation et a une température supérieure a la Tm de
phospholipides. Le solvant organique est ensuite éliminé par une évaporation sous vide (Song
et al, 2011 ; Deamer et al., 1976)

5.2.3.4 Les méthodes utilisant des liposomes préformés : La congélation-décongélation
(Freeze-thawmethod)

Une suspension des liposomes MLV hétérogenes subit successivement une congeélation dans
I’azote liquide suivie d’une décongélation a une température supérieure a la Tm des
phospholipides du MLV. Cette procédure aboutit a la rupture des MLV et a la formation d’une
population homogene de LUV dont le diametre est inférieur a 150 nm. En augmentant le nombre
de cycles de congélation/décongélation, la taille et la lamellarité des MLV diminuent (Xia et al,
2005; Akbarzadeh et al, 2013 ).

5.2.4 La stabilité des préparations a base des liposomes in vitro
L’utilisation du liposome comme vecteur, nécessite une stabilité physique, chimique et
microbiologique dans le temps et dans les conditions de stockage choisies. Les principaux

problemes d’instabilité des liposomes et leurs solutions sont abordés ci-dessous.

5.2.4.1 Facteurs influencant la stabilité d’une préparation liposomiale

- La composition qualitative et quantitative de la bicouche phospholipidique

Une paroi de liposome constituée de cholestérol et phospholipides ayant une Tm élevée est plus
rigide et moins perméable. Les phospholipides possédant des chaines carbonées saturées
diminuent la perméabilité de la bicouche phospholipidique. La proportion des différents
composants de la paroi est aussi un facteur déterminant de la stabilité. Il faut trouver une

proportion optimale pour la stabilité physico-chimique de la préparation et pour le profil
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pharmacocinétique (la biodisponibilité) souhaité (Weinstein et al, 1984 ; Justo et al,2011;
Shashi et al., 2012)

- Lerapport PA/Phospholipide
La quantité des phospholipides utilisés doit étre suffisante pour une encapsulation optimale de la
quantité du PA a administrer. Ce rapport est variable selon le PA, la méthode d’encapsulation et les
composants du liposome. Ce paramétre est important et permet d’avoir la quantité suffisante des
phospholipides pour véhiculer le PA intégre jusqu’au site d’action.

- Laméthode de préparation
Les méthodes de la préparation des liposomes et I’encapsulation du PA jouent un rdle dans la
stabilité de la préparation liposomale finale. Pour les PA qui sont des bases faibles, I’encapsulation
par le gradient de (NH4)2SO4 donne des sels de sulfate ayant une meilleure stabilité a ’intérieur des
liposomes qu’une encapsulation par un simple gradient de pH. Dans I’utilisation de gradient de

(NH4)2S04,il y a la protonation et la formation de sel.
5.2.4.2 Les différents types d’instabilité

- Instabilité physique
Dans une suspension liposomiale, une coalescence peut se produire aboutissant a la
formation des vésicules de plus grande taille (agrégation) .Ce phénomene peut étre évité en

utilisant :

e Des phospholipides chargés negativement ou positivement comme composant
de la bicouche phospholipidique (répulsion électrostatique) (Weinstein et al.,
1984; Piel et al., 2006),

e Du cholestérol au sein des liposomes (Tseng et al., 2007; Kyrikou et al., 2005),

e Le greffage des polymeres comme le polyéthylene glycol (PEG) a la surface des

liposomes (répulsion stérique) (Kontogiannopoulos et al., 2014). .

La fuite du contenu d’un liposome peut étre le résultat d’interactions entre les composants de la
bicouche et son environnement. L’utilisation de phospholipides de trés faible Tm et I’absence
de cholestérol dans la composition de la paroi liposomiale favorise le risque de fuite du contenu

a la température du corps humain et avant d’arriver a son site d’action.

- Instabilité chimique
Les phospholipides peuvent subir deux types de dégradation chimique : I’hydrolyse de leurs

fonctions esters et la peroxydation des chalnes d’acides gras insaturés. La peroxydation
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lipidique est une réaction catalytique qui se définit par un enchainement de réactions
radicalaires aboutissant au clivage de la chaine hydrocarbonée et la formation des peroxydes.
Elle se déclenche en présence de 'oxygene, de la lumiére, de la chaleur et des métaux. Les
liaisons esters d’un phospholipide peuvent subir une réaction d’hydrolyse dans un milieu
aqueux. Les esters de carboxyle s’hydrolysent plus rapidement que les esters de phosphate.
Cette hydrolyse donne des acides gras libres. Cette réaction est dépendante du pH et de la
température (Mosca et al., 2011; Liu et al., 2012).

Les conditions de stockage des préparations a base de liposome (Haile , 2017)
Afin de résoudre les problémes d’instabilité des préparations liposomiales, les conditions de

stockage suivantes sont proposées :
- & basse température (- 4°c) ;

- a I’abri de la lumiére et de I’air ;

- dans un récipient non métallique ;
- a pH neutre ;

- apres lyophilisation : cette technique consiste en plusieurs cycles de congeélation-séchage. La
congélation transforme 1’eau en cristaux de glace. Le séchage par sublimation sous vide poussé
élimine les cristaux de glace en les passants directement de 1’état solide a 1’état gazeux. Mais
cette méthode risque d’entrainer 1’agrégation/fusion des liposomes et de donner des vésicules
de grande taille. Elle peut aussi impacter 1’intégrité de la bicouche avec un risque de fuite de
PA. Pour éviter ces problemes, la lyophilisation se fait en présence de cryoprotecteurs. Les
cryoprotecteurs le plus souvent utilisés sont des sucres (glucose, lactose, mannitol, tréhalose,
etc.) ou des polyalcools (glycérol). Ces cryoprotecteurs interagissent avec les phospholipides
du liposome par la liaison hydrogene. Cette liaison hydrogene est créée entre les fonctions

hydroxyles des cryoprotecteurs et les phosphates des phospholipides constituant le liposome.

5.2.4 Mécanisme d’interaction de liposome-cellules cibles et libération du PA
Un PA encapsulé dans le liposome n’est pas biodisponible pour agir, c’est seulement aprés sa
libération du liposome qu’il devient disponible. Cette libération doit étre réalisée au sein de
tissu cible. La cinétique de libération du PA de son vecteur liposome est un parametre décisif
car il détermine la concentration du PA au sein du site d’action. En fonction de la fenétre

thérapeutique de chaque PA, cette concentration peut étre toxique ou non.
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Les liposomes interagissent avec les cellules cibles (figure 13) selon différents mecanismes

- Adsorption sur membrane cellulaire (spécifique ou non spécifique),
- Echange de lipides entre liposomes et cellules,
- Fusion membranaire,

- Pénétration intracellulaire par endocytose et dégradation intracellulaire.

L’adsorption par les cellules phagocytaires est normalement suivie par une endocytose ou
rarement, une fusion. Quand la membrane du liposome fusionne avec celle des cellules, son
contenu est directement transferé dans le cytoplasme. Au cours de I’endocytose, différentes
étapes plus complexes se succedent avec englobement de la particule dans une vacuole isolée,
le phagosome, qui fusionne avec des granules lysosomeaux intra cytoplasmiques pour former
un phagolysosome. La digestion de la paroi liposomiale par de nombreuses enzymes libére son

continu qui diffuse ensuite e travers la paroi des phagolysosomes.

Certains auteurs jugent que la fusion membranaire est peu probable et que dans la plupart
des cas, on observe des transferts de lipides (liposomes-HDL) ou une internalisation des
liposomes par endocytose. Ce phénomeéne dépend ensuite de la nature des liposomes, de leurs
tailles mais aussi des caractéristiques de la cellule cible et du milieu environnent (Weinstein et
Leserman, 1984).
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5.3 Dispersion Solide dans le Polyéthyléne glycol (PEG)

5.3.1 Dispersions solides

Les dispersions solides sont des dispersions d'un solide dans un autre parmi lesquelles on
distingue les mélanges eutectiques, qui ont été les premiers découverts par Sekiguchi dans les
années 60 et les solutions solides qui ont été préparées initialement par Levy et Kanig (Patel et
al, 2008; Dhirendra , 2009; Kalivoda, 2012 ).

- Les mélanges eutectiques : Un mélange eutectique est un mélange solide de cristaux
tres fins de deux composants (A et B) miscibles a I'état liquide, ne le sont normalement
pas a I'état solide, sauf a une composition de mélange particuliére : l'eutectique (Leuner
and Dressman, 2000).

- Les solutions solides : les solutions solides correspondent a un mélange solide de deux
composants a la différence pres que la taille de la phase dispersée est, dans le cas des
solutions solides, réduite a son maximum, la taille moléculaire. Les solutions solides
peuvent étre classées de deux fagons : en fonction de leur miscibilité (continue et
discontinue), ou selon la maniere dont le principe actif est distribué dans le vecteur

(substitutionnel, interstitiel ou amorphe) (Goldberg et al , 1966).

Les dispersions solides permettent le fractionnement des principes actifs peu solubles dans I'eau
dans des vecteurs hydrophiles qui les libérent au contact de la phase aqueuse . L'augmentation
de la surface solide de principe actif en contact avec le milieu liquide permet ainsi d'augmenter

leur solubilité.

5.3.2 Polyéthyléne glycols

Les polyéthylénes glycols sont des polyméres d'oxyde d'éthylene dont la masse moléculaire
varie entre 200 et 300000. C’est un matériau neutre de formule chimique : H-(O-CH2-CH2) n-
OH (Figure 14). Il est synthétisé par polymérisation anionique d’oxyde d’éthyléne (Neves et al,
2011).

HO\/\
OH

Figure 15: Structure du PEGs.

5.3.2.1 Propriétés physicochimiques du PEG :
A température ambiante, le PEG est un liquide visqueux incolore lorsqu’il a une masse

moléculaire inférieure a 600 g-mol™ et un solide cireux lorsque sa masse moléculaire est
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supérieur a 800 g-mol™. Le PEG liquide est miscible en toute proportion avec 1’eau tandis que
le PEG solide est hautement soluble dans I’eau et il peut dissoudre des sels inorganiques divers
par complexation. De plus, la viscosité du PEG diminue lorsque la température augmente. Par
exemple, le PEG-6000, la température de fusion se situe vers 56-63 °C, sa température
d’ébullition est de 250°C et sa température d’auto-inflammation est d’environ 360 °C (Rowe et

al, 2009).

5.3.2.2 Solubilité du PEG :
La structure du polyéthyléne glycol lui confere un caractere amphiphile. 11 est soluble dans des

phases organiques et des phases aqueuses.

En phase aqueuse et a température ambiante, le PEG possede une forte capacité de liaison a
I’eau, ses chaines sont fortement hydratées, chaque monomere peut lier deux a trois molécules
d’eau ce qui est a l'origine des propriétés osmotiques du PEG en solution, cependant cette

solubilité diminue avec l'augmentation de la température (Hin et al 1998).

5.3.2.3 Dégradation du PEG :

Les PEGs sont biodégradabilité malgré la large diversité des masses molaires. Plusieurs tests
de biodégradation ont été réalisés sur des poly (eéthyléne glycol) de différentes masses molaires
[400-20000] g/mol, dans des conditions aérobiques et méme anaérobiques. Cependant, la

biodégradation du PEG dans le milieu anaérobique est plus lente (Rowe et al , 2009).
5.3.2.4 Méthodes de préparation des dispersions solides (Ghosh et al, 2018)

- Par Fusion
La méthode de fusion est utilisée lorsque les matieres premieres sont cristallines. Les premiéres
dispersions solides créées pour des applications pharmaceutiques ont été justement préparées

par la méthode de fusion.

- Par la méthode du Hot Melt

Cette méthode permet la formulation de solutions solides en mélangeant tout d'abord le principe
actif et le vecteur a une température supérieure a celle de l'eutectique. Le mélange est alors
refroidi rapidement : la solidification du vecteur entraine une sursaturation du principe actif qui,
a l'état moléculaire, est emprisonné dans la matrice du vecteur au fur et a mesure de sa

solidification. La maitrise du process, et essentiellement le taux de refroidissement et le degré

35



Etude bibliographique

de sursaturation obtenu lors de cette étape, est importante pour s'assurer de la dispersion

moléculaire du principe actif dans le vecteur.

- Par solvant

La premiére étape de la méthode du solvant est la préparation d'une solution contenant a la fois
la matrice, le matériau et le PA. La deuxiéme étape consiste a éliminer le solvant, ce qui entraine
la formation d'une dispersion solide. Il est préférable de mélanger au niveau moléculaire, car
cela permet d'obtenir des propriétés de dissolution optimales. La méthode de préparation par
solvant suscite deux défis. Le premier, consiste a mélanger le PA et la matrice dans une seule
solution, ce qui est difficile lorsqu'ils different considérablement en termes de polarité. Le
deuxiéme défi, est de minimiser la taille des particules de PA dans la dispersion solide, le PA
et la matrice doivent étre dispersés dans le solvant aussi finement que possible.

- Par fusion-solvant

Dans cette méthode, le PA est d'abord dissous dans une solution de solvant liquide appropriée,
puis il est incorporé directement dans la masse fondue de polyéthyléne glycol pouvant étre
obtenue en dessous de 700 °C sans éliminer le solvant liquide. Il a été démontré que 5 a 10 %
(p/p) du compose liquide pouvaient étre incorporés dans le polyéthyléne glycol 6000 sans perte

significative de sa propriété solide.

5.4 Caractérisation des systéemes d’encapsulation
Les principaux objectifs de la conception des nano-porteurs en tant que systeme de diffusion
sont de gérer la taille des particules, les propriétés de surface ainsi que la libération des
médicaments afin d'atteindre les objectifs souhaités. Par conséquent, la caractérisation de ces
‘nanocarriers’ est tres importante pour contrdler leur comportement in vitro et in vivo. Les nano-
porteurs pharmaceutiques sont caractérisés par diverses techniques sophistiquées basées sur la
taille, la structure de surface et le potentiel de charge. Les propriétés de surface et la taille
modifient la stabilité ainsi que le comportement in vivo de ces porteurs. La morphologie et la
taille de la surface sont mesurées par microscopie électronique (EM), tandis que la diffusion
dynamique de la lumiére (DLS) et la spectroscopie de corrélation photonique sont utilisées pour

déterminer la taille et la distribution de la taille des particules.
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- Taille
La taille est un paramétre crucial qui différencie les nanoparticules des autres systemes de
distribution de médicaments. Plusieurs méthodes sont disponibles peuvant étre utilisées pour

déterminer la taille et l'utilité des nano-porteurs, a savoir :

e Diffusion dynamique de la lumiére (Dynamic light scattering(DLS))
La diffusion dynamique de la lumiere (DLS), également connue sous le nom de spectroscopie
par corrélation de photons, est utilisée pour effectuer I'analyse de la distribution de la taille des
liposomes. Elle mesure la fluctuation de la lumiere diffusée par les particules en mouvement
brownien. Cette technique permet de calculer la taille des particules, I'indice de polydispersité

(PDI) et le potentiel zéta.

e Spectroscopie par diffraction laser (Laser diffraction spectroscopy)

La LD est une technique précieuse qui couvre un champ de détection beaucoup plus large (20-
2000 Im). Elle est également connue sous le nom de diffusion de la lumiére laser, qui peut étre
utilisée seule ou en combinaison avec PCS pour obtenir une taille totale de la population allant
des minuscules aux macroparticules. La DL dépend du fait qu'une fois qu'un faisceau laser est
a traverse un liquide contenant des particules en suspension, les plus grosses particules diffusent
la lumiére a des angles étroits tandis que les petites on diffuse la lumiére a des angles plus larges.
Les résultats produits par la LD est utilisée pour estimer le rayon sphérique correspondant de
particules selon la solution de diffusion de Mie (également connue sous le nom la "théorie de
Mie™).

- Morphologie des surface

e Microscopie électronique (EM)
La morphologie globale des nanoparticules est déterminée a l'aide des techniques ’EM
permettant d'établir leur profil de toxicité. L'application la plus importante des nanocarriers est
la modulation de la libération et du ciblage des médicaments. Il est trés difficile d'observer des
particules de petite taille en utilisant la lumiére. Par conséquent, une plus grande résolution est

souhaitée, telle que le rayonnement électromagnétique de longueur d'onde plus courte.

Microscopie électronique a balayage (SEM)
Pour étudier les nano-porteurs au SEM, il faut d'abord les transformer en une poudre séche, puis
les déposer sur un porte-échantillon, puis les recouvrir d'un métal conducteur tel que l'or, le

platine, le graphite, I'osmium, l'iridium, le tungsténe, I'osmium, le chrome ou un alliage
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or/palladium, & l'aide d'une coucheuse par pulvérisation cathodique. Ensuite, un faisceau
d'électrons de haute énergie est envoyé a I'échantillon pour produire une diversité de signaux a
la surface des spécimens d'objets. L'instrument comprend un canon a électrons, des lentilles de
condensateur et un systeme de vide. Le MEB produit principalement trois types d'images
principales : des cartes de rayons X externes, des images d'électrons rétrodiffusés et des images
d'électrons secondaires. La surface de I'échantillon a émis les électrons secondaires utilisés pour

acquérir les propriétés de surface des particules.

Microscopie électronique a transmission (TEM)

TEM est la méthode la plus utilisée pour caractériser l'ultrastructure des nanoparticules,
principalement leur forme, leur taille et leur structure interne, elle présente une plus grande
résolution que le SEM. Gréce a cette méthode, les liposomes peuvent étre caractérisés par trois
techniques, la coloration négative, la congélation et la congélation en plongée ou cryo-

microscopie électronique.

- Encapsulation des principes actifs et capacité de charge
L'efficacité de I'encapsulation et la capacité de charge du médicament varient beaucoup en
fonction de la solubilité du médicament a I'état solide dans les matrices (état uniformément
soluble ou état discret), qui dépend aussi de la masse moléculaire du polymere, de sa
composition, de son interaction avec le médicament et des groupes fonctionnels trouvés sur la
chaine polymere externe (ester ou carboxyle). De plus, I'efficacité de piégeage (EE) dépend
principalement du type de nano systeme, de la méthode de préparation utilisée pour ce porteur
particulier et les propriétés spécifiques du principe actif ainsi que les propriétés intrinséques du
polymere. La quantité du principe actif encapsulé dans le les nanosysteme influencent la
cinétique de libération, d'ou l'intérét de déterminer I'efficacité de I'encapsulation. La quantité
encapsulée par unité de poids de nano systeme est estimée apres retrait du médicament libre.
La séparation du médicament libre peut étre effectuée par ultracentrifugation, dialyse extensive,
ultrafiltration, filtration sur gel ou ultrafiltration centrifuge et en utilisant la technique de la
chromatographie d'exclusion de taille pour les nano systemes vésiculaires tels que les liposomes
et les niosomes. La guantité de médicament apres séparation du médicament libre est estimée a
I'aide d'une technique analytique standard telle que la spectroscopie UV ou la chromatographie
liquide a haute performance (HPLC). L'efficacité de I'encapsulation peut également étre évaluée
en dissolvant les nano systemes dans un solvant approprié ou en extrayant le médicament dans
un solvant approprié et une analyse ultérieure au moyen des techniques analytiques standard.

L'efficacité du chargement est généralement exprimée comme la quantité de principe actif
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emprisonnée dans les particules divisée par la quantité totale présente dans la formulation

appelé EE. L'EE est genéralement exprimé en %.

Cette partie bibliographique a été valorisée par un article de synthése publié dans un journal de

renomme : « Cryo Letters, Perspectives ».
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Abstract

Sperm cryopreservation promotes the storage and transport of germplasm for its use in artificial
insemination (Al) and other advanced reproductive technologies. However, sperm cryopreservation
causes several stresses including thermal shock, osmotic damage, and ice crystal formation, thereby
reducing sperm quality. Supplementing cryoprotectant media with antioxidants has been reported to be
positive in different species. It has been widely suggested to combine antioxidants with
nanotechnology, to maximize therapeutic activity and to minimize undesirable side effects. In this
review, we discuss the role of different antioxidants in sperm cryopreservation and their improved
therapeutic effect through their formulation using nanotechnology. In addition, we report the different
nano-systems preparation methods present in literature. Whilst the use of nanotechnology in animal
production is still in its infancy, encouraging results from nutrition, biocidal, remedial, and
reproductive studies are driving further investigations.

Keywords: antioxidants; nano-systems; preparation methods; sperm cryopreservation.

INTRODUCTION

Sperm cryopreservation has an essential
impact on the long-term preservation of
genetically superior males of the species (1). In
humans, sperm cryopreservation becomes an
important issue in preserving male fertility
particularly before medical treatment like
radiotherapy or chemotherapy, which may lead

to ejaculatory dysfunction or testicular failure (2,
3, 4). In addition cryopreservation is also very
relevant for the reproductive management of
domesticated animals (5, 6), as it allows the
breeding of animals of immense commercial
value by collecting spermatozoa after castration
or necropsy, and subsequent use in breeding
programs (7, 8). Moreover, cryopreservation
facilitates the distribution of semen over
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distance. Which has contributed considerably to
the development of reproductive technologies
such as artificial insemination and in vitro
fertilization worldwide (9).

Cryopreservation aims to keep sperm
viability and functionality by a sequential
process of reduction in temperature (10),
dehydration of the cell, freezing, storage and
then thawing (11). Throughout the freezing-
thawing process, spermatozoa are subjected to
several negative effects, including a drop in
temperature, ice crystal formation, and various
types of stresses (physical, chemical, osmotic,
and oxidative). These effects can critically
compromise sperm quality and fertility (1, 12,
13, 14). Thereby, the post-thawing quality of the
spermatozoa is significantly reduced, with
motility loss that can be in the region of 40%-
60% (15).

Cold shock is associated with the lipid
composition of the membrane bilayer (14). The
decrease in temperature during cooling produces
a phospholipid transition that affects the
membrane rigidity and fragility, leading to lipid
phase separation (16, 17). In addition, oxidative
stress results from the formation of large
amounts of reactive oxygen species (ROS) or
molecules that contain free radicals (RL) (18).
As a result there is the loss of the pro-
oxidant/anti-oxidant equilibrium (19).

Different strategies are used to ensure that
free radicals are scavenged and post-thaw sperm
function is improved; in particular, the addition
of antioxidants and cryoprotective agents (20-
23). Antioxidants are the main defence factors
against oxidative stress (24). There are two types
of antioxidants, based on their chemical
structure: enzymatic antioxidants, such as
glutathione peroxidase, glutathione reductase,
superoxide dismutase, and catalase (25, 26); and
non-enzymatic antioxidants (27), including
reduced glutathione (GSH), urate, ascorbic acid,
carotenoids (B-carotene) and vitamin E (a-
tocopherol) (28).

However, antioxidants present some
limitations, like the low durability to harsh
conditions and poor solubility and stability in
aqueous media (29). Encapsulation
nanotechnology can be applied to protect
antioxidants from degradation by direct contact
of external factors such as light, oxygen,
chemicals, heat, and pressure. This technology
can also increase antioxidant solubility and
stability giving a better bioavailability in
biological fluids (30).

In this review, we discuss the role of
different antioxidants in sperm cryopreservation
and their improved therapeutic effect through
their formulation using nanotechnology. In
addition, we report the different nano-systems
preparation methods currently reported in the
literature.

NANOTECHNOLOGY FOR
ANTIOXIDANTS DELIVERY IN SPERM
CRYOPRESERVATION

Encapsulation nanotechnology advances
have contributed to the design of novel nano-
antioxidant compounds that possess protective
properties in sperm cryopreservation. The
nanotechnology is able to transport the drug to a
specific destination (nanocarriers) to perform its
therapeutic activity with maximum safety,
improve delivery of poorly water-soluble
protectants, and co-delivery of two or more
drugs for combination therapy (31, 32) (Figure
1). The following section presents the different
examples of nano-systems that have been
reported in the literature in relation to sperm
cryopreservation.

Enhance
pharmacokinetes

Single or
combination
drugs delivery

Enhance
solubility

Nanotechnology

Increases
stability

Reduce toxicity

Controlled
release

Figure 1. Nanotechnology advantages in drug
delivery.

Liposome

The liposomes are artificial vesicles of
spherical shape, consisting of two or more layers
of lipids with an internal aqueous cavity (33).
Liposomes are composed of phospholipid for
biocompatibility and cholesterol for stability,
they enable entrapment of water-soluble drugs



that would otherwise not pass through the

bilayer membrane easily, and are able to load

lipophilic drugs in the lipid layers to make them

dispersible in agueous media (34, 35). There are

several advantages in applying liposomes

including: (33, 36)

- Ease of synthesis;

- Pharmacokinetics and pharmacodynamics are
easily manoeuvrable;

- Applicable to drugs with different properties;

- High biocompatibility and similarity with the
biological membrane;

- Enhanced therapeutic index;

- Biodegradable;

- Producible on a large scale.

Today, liposomes are used in several areas
such as vaccine delivery, cosmetic formulations,
nanomedicines, and sperm cryopreservation
(37). Recent studies have stimulated interest in
using liposomal formulations as preservation
diluents, reducing the risk of egg yolk
contaminant, and escalated the values of semen
quality through better protection of sperm from
damage (38, 39).

Cyclodextrins

Cyclodextrins (CDs) represent a family of
non-toxic cyclic oligosaccharides, obtained by
enzymatic degradation of starch. They have six,
seven, or eight glucose units connected by a -1-4
bonds, named respectively a-, B-, and y-CD.
Various modified CDs functional groups could
be joined to native CDs, leading to a
modification in their solubility and/or stability
(40, 41). They have a shape like to a cone; with
a hydrophilic outside surface, which makes CDs
water-soluble. A non-polar internal cavity is
formed, enabling the formation of inclusion
complexes of lipophilic guest molecules (42).
Due to their capacity to change the
physicochemical properties of drugs and other
compounds, CDs are generally indicated as
enabling pharmaceutical excipients. One or more
drug molecules can form a complex with one
CD molecule and one or more CD molecules can
form a complex with one drug molecule.
Usually, one drug molecule creates a complex
with one CD molecule (43). It was established
that treating diverse species sperm with
cyclodextrins pre-loaded with an appropriate
drug molecule (antioxidants, essential oil) before
cryopreservation, can improve sperm quality
after freezing-thawing process (44, 45).

Polyethylene glycol

Poly (ethylene glycol) is a neutral non-toxic
polymer with the HOH,C (CH.OCH,)n CH,OH
structure and different molecular weights.
Polyethylene glycol (PEG), is presently one of
the most used polymeric materials in drug
delivery (46). Further, PEG can modify the
pharmacokinetics and wusually toxicity of
bioactive molecules (47). Moreover, PEG may
improve the lifetime of the “drug-carrier”
assembly, thus enabling the administration of
lower concentrations of the ‘“drug-carrier”
composite and consequently reducing toxicity
(48). PEG covers a large-scale of beneficial
properties that include high solubility in aqueous
media as well as organic solvents, making it
simple for end-group modification (49). It is also
widely employed for modification of carriers
used in therapeutics (50). The use of PEGs in
sperm cryopreservation has a positive effect.
Amokrane et al. (2020) demonstrated that
treating rabbit semen with vitamin E dispersed
in PEG 6000 (PEG/Vit E) is effective in
protecting sperm cells during chilling at 4°C
(51).

METHODS OF PREPARATION

Solvent injection

It is a common method regarding the
displacement of solvents. The principle of this
method is dissolving the lipid in a water-
miscible solvent such as ethanol, acetone, or
isopropanol and injected the obtained solution
into the agueous phase using an operating
syringe. The solvent migrates rapidly in the
water and lipid particles precipitate in the
aqueous phase (52). The solvent injection
technique has a lot of advantages, such as the
ability of using pharmacologically acceptable
organic solvents (Table 1) (52).

Solvent emulsification evaporation technique
The double emulsion solvent evaporation
method can be described as the dispersed phase
including one or more types of a smaller
dispersed phase in it. This technique involves a
double emulsion of water-in-oil-in-water
emulsion. A water-in-oil emulsion (w/o) is first
provided by adding a drug containing aqueous
solution into a polymer and lipid-containing an
organic solvent. Then, the emulsion is joined
into another aqueous phase to form a water-in-
oil-in-water emulsion (w/o/w). The organic



solvent is immediately removed by evaporation
(53, 54).

High-pressure homogenization technique

This technique is used on a large scale. It
includes two approaches: cold homogenization
method; or hot homogenization technique. By
the application of high pressure through very
high shear, stress on the lipid is applied and it is
forced through a specifically designed
homogenization valve to form suspended
particles with a uniform size distribution. It is
important to know that both elevated
temperature or below room temperature may be
used depending on the nature of the drug and
excipients (55, 56).

Microemulsions

The microemulsion technique is defined as
creating clear, thermodynamically stable,
isotropic liquid mixtures between a nonpolar
liquid (oil) and a polar liquid (aqueous) and
surfactant, generally in combination with a
cosurfactant. Ultrafine emulsion droplets are
formed as a result of microemulsion breakage,
which immediately crystallizes; further, the
excess water is removed by lyophilization (57).

Melting dispersion technique

The dispersion technique consists of a
dispersed of one or more active components in
an inert solid-state carrier or matrix prepared by
melting (fusion), solvent or melting solvent

Table 1. Advantages and drawbacks of numerous nanocarrier system preparation methods.

Drawback(s)

Population is heterogeneous.

Methods of Advantage
Preparation
e Robust, simplest  and

versatile method.

Solvent e Method involving  the

injection displacement of solvents.
Use of pharmaceutically
acceptable organic
solvents. (94)

High- Narrow particle size

pressure distribution.

homogeniz- Use of water-based

ation technology. (97).

Solvent Avoidance of heating.

emulsific- Drug delivery controlled.

ation/ (62)

evaporation

Membrane The facility of use.

contactor Control of particle size.

technique. (63).

Micro- Spontaneous formation.

emulsion Thermodynamic stability.
Improvement  of  drug
solubilization and
bioavailability. (99).

Ultra- Reduced shear stress

sonication (102).

Melting A low temperature is

dispersion required for the evaporation

technique of organic solvents.

Increased efficiency of the
drug. (104)

Use organic solvents and high
temperature (95, 96).

Energy-intensive process.
Biomolecule damage.
Low efficiency of the process. (98).

The complexity of
evaporation rate. (99).

controlling  the

The presence of membrane barrier
between the two phases introduces an
extra resistance to the overall mass
transfer process.

Membranes clogging (100)

High water content, difficulties in the
excess water removal.

The uses of a high concentration of
surfactants and co-surfactants. (101).

Physical instability like particle growth
upon storage. (103).

Limited to drugs with a low therapeutic
dose.

The number of polymers that can be used
by this method is limited. (105).
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Table 2. Utilization of nanotechnology in the delivery of antioxidants for the protection of sperm
during cryopreservation.

Active Nano- Function during cryopreservation Sperm Ref
molecule technology species
type

Ellagic acid  Liposomes Improved total motility, membrane Rooster (93)
functionality and viability.

Soy lecithin  Liposomes Replace the chicken egg yolk from human Human (80)

and semen cryopreservation media without

cholesterol compromising post-thaw outcome.

Lycopene Liposomes Improve the quality spermatozoa after Rooster  (106)
freeze-thawing

Vitamin E Liposomes Improve sperm motility Bovine (72)

Cholesterol  Cyclodextrin  Stabilizing sperm plasma membrane. (107)
Improve parameters progressive motility,
rapid sperm percentage and acrosomal Ram
membrane integrity. Decreasing levels of
superoxide anion formation.

Cholesterol  Cyclodextrin  Effective on post thawing sperm motility. Dog (108)

and vitamin

E

Vitamin E Cyclodextrin  Effect on sperm motility and gamete Ram (109)
integrity.

Cholesterol  Cyclodextrin A powerful protection in cryopreserved Bovine (110)

and vitamin semen to fight simultaneously against cold

E shock and oxidative stress.

Cholesterol  Cyclodextrin  Membrane protects it against H20: or cryo- Ram 77
induced oxidative damage.

Cholesterol  Cyclodextrin  Protecting concomitantly against cold shock Ram (111)

and vitamin and oxidativestress.

E

Cholesterol  Cyclodextrin  Improved significantly the post-thaw Rabbit (73)

and vitamin kinematic parameters.

E

Cholesterol  Cyclodextrin  Improve sperm cryosurvival Goat (112)

Cholesterol  Cyclodextrin  Protect against cryodamage. Reducing the Bull (113)
ryocapacitation

Cholesterol  Cyclodextrin  Improved sperm cryopreservation, low Ram (114)
freezability.

Cholesterol  Cyclodextrin  Improve quality of frozen-thawed ram Ram (115)
sperm.

Cholesterol  Cyclodextrin  Increasing cryopservability of stallion Marwari 9)
spermatozoa. Stallion*

Cholesterol  Cyclodextrin  Improves sperm resistance to seminal Goat (116)
plasma-mediated injury and protects sperm
quality.

Cholesterol  Cyclodextrin  Improved sperm viability, motility, and Goat (117)
acrosome integrity.

Vitamin E Poly protecting sperm cells during chilling at 4°C Rabbit (51)

Ethylene
Glycol

*Equus ferus caballus

until it is melted. The melted mixture is then
solidified rapidly in an ice-bath under energetic

method. The melting method includes the
formation of a physical mixture of a drug and a
water-soluble carrier and heating it immediately



stirring.  Finally, solid mass is crushed,

pulverized and sieved (58).

Ultrasonication technique

This technique was initially used to prepare
solid lipid nanodispersions. These methods do
not use organic solvents, a large amount of
surfactants or any additives. The method
involves heating a solid lipid at a temperature of
5 t010°C above its melting point and dispersing
into previously heated aqueous surfactant
solution under high-shear homogenization
conditions, followed by ultrasonication using a
sonicator; the resulting emulsion is cooled to
room temperature (59).

Supercritical fluid technigque

The supercritical fluid method is mostly
applied to carbon dioxide. CO; is considered as
environmentally friendly and has been identified
as a prime candidate to develop alternative clean
processes for the preparation of drug-loaded
polymeric matrixes. Matrix and drug are
dissolved and sprayed with lower pressure and
then the particles are formed. The adiabatic
expansion of the composite results in its rapid
cooling (60).

Microwave-assisted technology

Microwave-assisted  technology  offers
uniform heating and yields low polydispersity
particles with a small size. This process
consumes little energy and is based on a
microemulsion-technique. After completion of
the microemulsion synthesis, the hot (o/w)
microemulsion is dispersed rapidly into cold
water and under magnetic stirring (61).

Solvent evaporation technique

The solvent evaporation method was the
first one developed for the preparation of
nanoparticles. This method consists of two steps.
First, dissolving, dispersing, or emulsifying the
drug into an organic solvent, which is then
emulsified into an aqueous or oil phase. Second,
the solvent is evaporated by increased
temperature and reduced pressure  with
continuous stirring to form microspheres. The
solvent method offers the advantage of
prevention from thermal decomposition of drugs
or carriers because of the low temperature
required for the evaporation of organic solvents
(62).

Membrane contractor technique

This method is based on melt dispersion,
using a low energy process. The membrane
contactor allows the lipid phase to be introduced
through the membrane pores at the melting
temperature of the lipid, into another phase
(aqueous phase) which flows tangentially to the
membrane surface and sweeps away the droplets
forming at the pore outlets. During cooling at
room temperature forms the particles form (63).

UTILIZATION OF NANOTECHNOLOGY
IN THE DELIVERY OF ANTIOXIDANTS
FOR PROTECTION DURING SPERM
CRYOPRESERVATION

Vitamin E

Vitamin E (Figure 2) has been identified as
a potent fat-soluble (non-enzymatic) antioxidant
through extensive research. Alpha-tocopherol is
the biologically most active form of vitamin E.
Vitamin E, is a chain-breaking antioxidant with
the capability of inhibiting oxidative degradation
(64, 65, 66). This vitamin was approved as an
important dietary supplement for growth,
reproduction, immune  function, disease
prevention and tissue integrity (67). Several
studies have reviewed the importance of an
adequate vitamin E status for protection from
cryopreservation damages (65). It was also
established that the vitamin E levels in seminal
plasma have a direct relationship with the
percentage of motile spermatozoa in semen.
Moreover, in the semen of infertile men, low
levels of vitamin E are observed (68, 69). In a
study on the vitamin E impact on semen
characteristics, it was observed that tocopherol
promoted progressive motility and viability of
spermatozoa  both  before and  after
cryopreservation (70). However, there are a
number of challenges associated  with
incorporating vitamin E into the cryoprotectant
medium due to its chemical instability, poor
water solubility, and variable bioavailability
(71). Alternatively, it needs to be incorporated or
encapsulated into a suitable delivery system. An
important antioxidant effect resulting in better
semen cryopreservation has been observed when
vitamin E was preloaded in liposomes, or
cyclodextrins, or polyethylene glycol (51, 72,
73).



Figure 2. Alpha-tocopherol.

Cholesterol

Cholesterol (Figure 3) is a lipid-type
molecule and it is one of the most important
structural components of cell membranes (74).
Cholesterol has a great influence on cell
membrane fluidity and permeability by
interacting with both the hydrophilic head
groups and the hydrophobic tails of
phospholipids (75, 76). These molecules have
several applications, such as in drug delivery,
bioimaging, as liquid crystals, as gelators, as
anticancer agents and in antioxidant agents (77,
78). Cholesterol plays an important role in sperm
membrane protection and sperm capacitation. It
was hypothesized that increasing sperm
cholesterol content, increases the lifespan of
cryopreserved sperm cells (79). Cholesterol-
loaded cyclodextrin and liposomes technology
have been widely studied in human and various
animal species, to reduce sperm capacitation,
increase preservation of sperm membranes and
increase sperm motility after cryopreservation
(77, 80).

HO

Figure 3. Cholesterol.

Lycopene

Lycopene (Figure 4) is a natural pigment,
from the carotenoid family (81). Chemical and
in vitro cell studies have revealed that this
hydrophobic antioxidant molecule (82) can limit
diseases caused by oxidative stress, such as
specific cancers, cardiovascular diseases (83, 84)
and infertility (85). Several studies have reported
that the addition of lycopene to semen extenders
positively affects ram semen cryopreservation

(86). It also raises the survivability of turkey
spermatozoa, by reducing lipid peroxidation and
partially rescuing the structural damage incurred
to the spermatozoa during refrigeration and
cryopreservation (87). Najafi et al (2018)
revealed that lycopene could improve the quality
of rooster spermatozoa after freeze-thawing, and
lycopene entrapment with nanoliposomes seems
to be promising (106).

Figure 4. Lycopene.

Ellagic acid (EA)

Ellagic acid (Figure 5), is a polyphenolic
antioxidant of poor water solubility (88). It
possesses multiple pharmacological properties
such as anti-inflammatory (89), anti-mutagenic,
anti-clastogenic, anticarcinogenic (90) and
neuroprotective effects (91). Recently, the
antioxidant effect of EA was assessed during the
semen ram preservation. The results showed that
EA supplementation has a potential effect on
sperm quality and protection from oxidative
stress during the cryopreservation (92). Najafi et
al (2019) studied the antioxidant effect of EA
loaded in liposomes during post-thawing of
rooster spermatozoa. It was found that the
association of EA with the liposome
significantly improves sperm parameters and
increases the sperm protective effect of EA (93).

Figure 5. Ellagic acid.



FUTURE PERSPECTIVES AND
CONCLUSION

Antioxidant supplementation in semen extender
improves post-thaw semen quality and fertility.
Nanotechnology might convey advantages by
protecting and delivering the antioxidants to the
cells and enhancing these effects. In this review,
several antioxidants with different therapeutic
benefits in sperm cryopreservation have been
cited and discussed. Moreover, several studies
focusing on the application of nanotechnology in
the delivery of these antioxidants have already
shown promise in enhancing their therapeutic
benefits in sperm cryopreservation. Several
strategies can be developed to create
multifunctional nanoencapsulation systems with
active targeting incorporation to enhance uptake
in specific cells, or surface charge modification
and attachment of specific ligands for target
tissue.  Besides, the understanding of
mechanisms by which these nanoencapsulation
systems are taken up by the spermatozoa cells
and their intracellular fate is of primary
importance to optimize their intended functions.
This approach can be successfully used to treat
male infertility, especially in farm animals, and
enhance testicular functions. In addition, more
information is required regarding the fate,
toxicity,  kinetics, and physical-chemical
proprieties of different types of
nanoencapsulation systems in biological systems
and environments. This may require
multidisciplinary cooperation to assess the
release, transportation, transformation,
accumulation, toxicity, and uptake of engineered
nanoencapsulation systems from the biological
systems into the environment.
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Partie 1 : Développement et validation d’une méthode de dosage
simultanée de I’alpha-tocophérol (seule ou encapsulée) et du
cholestérol dans un milieu de conservation spermatique.

Résumé

La cryoconservation spermatique est une approche essentielle dans I’optique de conserver la
biodiversité des espéces animales menacées et pour contréler la reproduction chez ces derniers
(Comizzoli & Holt, 2019; Silva et al , 2018). Par ailleurs, la cryoconservation permet de
conserver le sperme pendant de longues périodes dans des conditions inférieures a zéro (-196C)
ou a plus petite durée a 4 °C et facilite I’échange du matériel génétique entre des populations
éloignées (Bailey et al, 2003; Bailey et al 2008). La structure et la fonction des spermatozoides
sont affectées au cours des différentes étapes du processus de cryoconservation, la dilution,
cryoprotection, refroidissement ou congélation, stockage et décongélation (Bailey et al, 2000 ;
Ezzati et al , 2019). Le milieu de cryopréservation contient un mélange de plusieurs composants
[hydroxy méthyl aminométhane (TRIS), glucose, pénicilline, acide acétique, glycerol, fructose,
zinc...]. Cette composition dépend de I'espece etudiée (Fabozzi et al, 2016). L'ajout
d'antioxydants et de cryoprotecteurs tels que I'alpha tocophérol et du cholestérol au sperme
améliore la qualité du sperme et a un effet protecteur sur l'activité métabolique, et la viabilité
des cellules pendant le processus de cryopréservation (Gungor et al, 2019 ; Inanc et al, 2019 ;
Yu et al, 2019). Avant l'utilisation des deux molécules hydrophobes (Vit E et Chol) dans des
milieux cryopréserves, il a été établi qu'il est utile de les encapsuler dans des cyclodextrines,
liposome, ou polyéthylene glycol, pour améliorer leur solubilité dans les solutions aqueuses
(Amokrane et al, 2020; Khellouf et al, 2018; Taouzinet et al, 2020). Les essais biologiques
prennent du temps et nous informe uniquement sur I'effet des cellules protectrices du traitement
(Khellouf et al, 2018), mais ne donne aucune information sur la pharmacocinétique, la
biodisponibilité et la stabilité des antioxydants et des agents cryoprotecteurs utilisés lors le
processus de cryoconservation.

Parmi les méthodes de quantification de pointe de la vitamine E et du cholestérol les plus
largement citées dans la littérature on trouve la chromatographie liquide a haute performance
(CLHP). Cela dit, aucune n’abordait la quantification des deux molécules simultanément
(encapsulés ou non). Ainsi, la premiére partie de notre travail fut I’élaboration (développement)
et validation (selon les lignes directrices de 1’US Pharmacopeia et de la Conférence

internationale sur I'harmonisation).
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L'objectif de la présente étude était de développer et de valider une méthode de dosage
simultanée de 1’alpha-tocopherol (seule ou encapsulée) et du cholestérol dans un milieu de
conservation spermatique.

La méthode HPLC a été développée et validée pour le dosage de l'alpha-tocophérol et du
cholestérol dans les milieux de cryoconservation. Une séparation chromatographique a été
effectuée sur un systeme isocratique, en utilisant une colonne C-18. La phase mobile était
composée d'un melange de méthanol:acétonitrile: eau 68:28:4 (v/v/v), avec un débit de 1,5
ml/min et 20 pl de volume d'injection, a une longueur d'onde de 208 nm. La méthode a été

validée selon les directives de la Conférence internationale sur I'narmonisation.

Dans la partie de la vérification de la spécificité, le but est de vérifier qu’aucun des excipients,
ne présente de pic (absorbance) au temps d’apparition de la vitamine E et du cholestérol. Ainsi,
nous avons préparé des solutions qui contiennes des : Cyclodextrines, phospholipides, PEGs,
méthanol, vitamine E, cholestérol, tris, complexes CD /vitE, CD/Chol ou liposomes charger

en vitamine E.

Les résultats ont montré que la vitamine E et le cholestérol présentent des pics aux temps de
rétention respectivement de 6,25 et 7,16 minutes. Les autres échantillons n’ont montré aucun pic a
ces temps-la. Ainsi, I’ensemble des constituants n’interferent pas dans le dosage et détection de la
vitamine E et le cholestérol dans les conditions de notre travail. Ce qui démontre que méthode

développée est bien spécifique.

Afin de vérifier la linéarité de la méthode, des solutions a différents niveaux de concentration ont
été préparées, les gammes de concentrations sont comme suit: 0,24 - 1,44 mg/ml et 0,4 - 2,4 mg/ml
de vitamine E et de cholestérol. Aprés injection de la gamme étalon, on a obtenus une courbe
d’étalonnage avec une droite de régression de la forme : y =b x+ a. La valeur des coefficients de
détermination R?, qui sont assez proche de I'unité, et montre qu’il y a un lien entre les deux
distributions x et y. Les résultats montrent que la méthode de dosage de la vitamine E et du

cholestérol par HPLC dans la gamme étudiée est linéaire.

L'exactitude a été démontrée par I’étude de recouvrement. A chaque niveau, des échantillons
ont été préparés en triple, et le pourcentage de recouvrement a été déterminé. La fidélité a été
démontrée par les tests de répétabilité et reproductibilité. La répétabilité de la méthode d'analyse
a été évaluée en effectuant la quantification de cing préparations de Vit E et de Chol par rapport

a une reférence injectée le méme jour. Ces essais ont été répétés sur trois jours consécutifs afin
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de déterminer reproductibilité entre les jours. Ces mémes résultats ont permis de calculer la
fidélité ou % RSD (écart-type relatif).

Les études de recouvrements ont été réalisées dans une fourchette de concentration de 80 a 120
%. Les pourcentages de recouvrements se sont averés étre en moyenne de 100,1 % et 99,9 %
pour la vitamine E et le chol, respectivement. Cette méthode s'est révélée suffisamment exacte.
Le pourcentage de I'écart type relatif (RSD) a été calculé et s'est avéré inférieur a 2 % et 5 %
pour la répétabilité et la reproductibilité, respectivement. Ainsi, il a été prouvé que la méthode

est fidele.

Ce travail, a permis de déterminer la limite de détection et de quantification en utilisant les

formules suivantes:
LDM=(3,3%S)/ b
LQM=(10+S) /b
Avec : S : Ecart type des concentrations.
b : Pente de la droite de régression.

La limite de détection et la limite de quantifications retrouvées furent tres intéressantes car elles
permettent de doser des concentrations en vitamine E et cholestérol a voisinant les pug/ml, a

savoir :

* LDM = 2,09 pg/ml et LDM= 2587 pg/ml pour la vitamine E et le cholestérol,

respectivement.

* LQM = 6,96 pg/ml et LQM = 80,26 pg/ml pour la vitamine E et le cholestérol,

respectivement.

En résumé cette partie de notre travail a permit la mise au point d’'une méthode est simple et
rapide, qui fait preuve d'une grande précision et d'une grande exactitude, offrant ’avantage du
dosage simultané de la vitamine E et du cholestérol, (seul, complexés, ou chargés dans les

liposomes), dans le milieu de la cryoconservation spermatiques.

Ce travail a été valorisé par un article de Recherche publié dans un journal de renommé :

« Biomedical Chromatographys.
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Abstract

The HPLC method was developed and validated for assaying alpha-tocopherol and
cholesterol in cryopreservation media. Chromatographic separation was performed
on an isocratic system, using a C-18 column. The mobile phase was composed of a
mixture of methanol:acetonitrile:water 68:28:4 (v/v/v), using a flow rate of 1.5 mL/min
and 20 pL injection volume, at a wavelength of 208 nm. The method was validated
according to International Conference on Harmonization guidelines. The method
proved to be specific, accurate, precise, and linear with correlation coefficients greater
than 0.996 over a wide concentration range of both analytes. Vitamin E and cholesterol
presented limits of detection of 0.002 mg/mL, 0.026 mg/mL and limits of quantitation
of 0.006 mg/mL, 0.086 mg/mL, respectively. This method is simple and rapid, shows
high precision and accuracy, and offers the advantage of simultaneous assaying of
vitamin E and cholesterol (alone, in cyclodextrins complexes or in liposome loaded) on

semen cryopreservation media.

KEYWORDS

alpha-tocopherol, cholesterol, cryopreservation media, HPLC, simultaneous validation

penicillin, acetic acid, glycerol, fructose, zinc, DMSO]; this composition

and the dosages depend on the species studied (Fabozzi et al., 2016).

Cryopreserved semen is an essential aspect of genome resource bank-
ing to conserve the biodiversity of endangered animal species and to
control reproduction in these animals (Comizzoli & Holt, 2019; Rodrigues
Silva, Rodrigues Silva, Machado da Silva, & Comizzoli, 2018). Besides,
cryopreservation ensures the storage of semen for lengthy periods
under subzero condition (—196°C) and facilitates genetic material
exchange among distant populations (Bailey et al., 2008; Bailey,
Morrier, & Cormier, 2003). Sperm structure and function are affected
during several steps of the cryopreservation process, dilution,
cryoprotection, cooling or freezing, storage, and thawing (Bailey, Franc,
Bilodeau, & Cormier, 2000; Ezzati, Shanehbandi, Hamdi, Rahbar, &
Pashaiasl, 2019). The cryopreservation medium contains a mixture of

several components [hydroxymethylaminomethane (TRIS), glucose,

The addition of antioxidants and cryoprotectants such as alpha-
tocopherol and cholesterol to semen improves sperm quality and
has a protective effect on metabolic activity, and cell viability during
the cryopreservation process (Glingér, Ata, Inang, & Kastelic, 2019;
Inanc et al.,, 2019; Yu et al., 2019). Prior to the use of the two
hydrophobic molecules (Vit E and Chol) in cryopreserved media, it
was established that it is useful to encapsulate them in cyclodex-
trins, liposome, or polyethylene glycol, to enhance their solubility in
aqueous solutions (Amokrane, Kaidi, & Iguer-Ouada, 2020; Khellouf,
Benhenia, Fatmi, & Iguer-Ouada, 2018; Taouzinet, Fatmi, Khellouf,
Skiba, & lIguer-ouada, 2020). Bioassay is time-consuming and
informs us only about the protective cell effect of treatment

(Khellouf, Benhenia, Fatmi, & Iguer-Ouada, 2018, but does not give
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any information about the pharmacokinetics, bioavailability, and
stability of the antioxidants and cryoprotectant agents used during
the cryopreservation process. HPLC is the method of choice for Vit
E and Chol determination in cryopreservation media. The aim of
present study was to develop and validate a new simultaneous
routine HPLC assay of vitamin E and cholesterol (free or encapsulated)

in sperm cryopreservation media.

2 | EXPERIMENTAL

2.1 | Chemicals and reagents

Alpha-tocopherol (vitamin E) was purchased from Sigma-Aldrich
(USA, T3634, lot#SLBJ1634, PCODE:1002263195, CAS: 59-02-9).
Cholesterol was purchased from Sigma-Aldrich (USA, C8503, and lot
#SLBRO583V. PCODE: 1002334996. CAS: 57-88-5). Saturated
phospholipids were purchased from Rhone Poulenc (France),
Phospholipon 90H 10t:90060). TRIS was purchased from Sigma
Aldrich (USA, T6066, lot #SLBS9646, PCODE: 101860987, CAS:
77-86-1). p-Cyclodextrin (B-CD) was obtained from Roquette Fréres
(France). Polyethylene glycol 6000 (PEG 6000) was purchased from
Biochem Chemopharma (France, PCODE: 516 600,500, CAS:
25322-68-3), and HPLC-grade methanol (CAS:67-56-1), HPLC-
grade acetonitrile (CAS:75-05-8) were purchased from Biochem
Chemopharma (France).

2.2 | Equipment and chromatographic conditions

Quantitative analysis of Vit E and Chol was performed using a HPLC
column, coupled to a UV detector set to 208 nm. HPLC-UV system
(UltiMate 3000 RS-Variable Wavelength detector) was equipped with
LC 1650,

temperature-controlled well-plate autosampler, column thermostat,

an auto-injector consisting of vacuum degasser,
quaternary pump, and photodiode array detector. Chromatographic
analysis was performed using a C-18 column (150 x 4.6 mm, 5 pm
particle size, 80°A pore size) from Thermo (Bellefonte, PA, USA). The
mobile phase consisted of 68% methanol, 28% acetonitrile, 4% water,
with a flow rate of 1.5 mL/min, injection volume was 20 pL, and the
column temperature was fixed at 36°C + 0.5°C.

2.3 | Standard preparation

The standard solutions of Vit E and Chol were prepared in metha-
nol. Different quantities 0.024-0.027, 0.03-0.033, and 0.036 g,
0.04-0.045, 0.05-0.055, and 0.06 g of Vit E and Chol, respectively,
were dissolved in 25 mL of methanol. These solutions were used
to study linearity, accuracy, and precision. Specificity study was
achieved by the preparation of different solutions containing PEG
6000, B-CD, phospholipids 90H, Vit E, or Chol with target

concentrations.

24 | Sample preparation

Sample solutions were prepared by adding the target concentrations
of complexes -CD/Vit E, 3-CD/Chol, liposome-loaded Vit E and Chol
in TRIS buffer (the TRIS buffer solution was prepared by dissolving
2.5 g acetic acid, 1.8 g fructose, 4.35 g TRIS, and 0.2 g penicillin in
180 mL of distillated water).

2.5 | Method validation
Specificity was determined by analyzing samples containing cyclodex-
trins, phospholipids, PEG 6000, methanol, mobile phase, mixer
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FIGURE 1 Chromatograms of cryopreserved media samples:

(a) standard solution, (b) cyclodextrin complexes, (c) liposome
formulation. Standard solution: [VitE] = 0.33 mg/mL,

[Chol] = 0.5 mg/mL; cyclodextrin complexes: (CD/VitE) and (CD/Chol)
ratio 1:1; liposome formulation: Phospholipide 90H = 159 mg,

Vit E = 80 mg, Chol = 25.5 mg



TAOUZINET ET AL.

WILEY_L 2

Chromatography—
TABLE 1 Linearity, precision, and recovery data for vitamin E and cholesterol
Precision (%RSD)
Samples Added standard (mg/mL) Linearity (R2) Accuracy (% recovery) Intra-day Inter-day LD (ng/mL) LQ (ng/mL)
Vit E 0.96 0.99 100.77 0.34 3.71 2.09 6.96
1.08 100.01
1.20 98.19
1.32 101.08
1.44 100.04
Chol 1.60 0.99 98.59 1.26 3.36 25.87 80.26
1.80 100.75
2.00 101.04
2.20 100.38
2.40 99.17

Note. LD, detection limit; LQ, quantitation limit; RSD, relative standard deviation.

solution (containing all substances), cholesterol and vitamin E, and the
sample solutions. All chromatograms were examined to determine if
Vit E and Chol co-eluted with any other excipient peak. The calibration
standard was tested in the concentration range of 0.24-1.44 mg/mL
and 0.4-2.4 mg/mL of vitamin E and cholesterol, respectively. Peak
areas (y-axis) versus drug concentrations (x-axis) were plotted and
subjected to regression analysis by the least-squares method, and
calibration equations y=m x+a were obtained. Accuracy was
established by recovery studies. Each level, samples were prepared in
triplicate, and recovery percentage was determined. Precision was
validated through intra-day and inter-day testing. The intra-day preci-
sion of the assay method was evaluated by carrying out five indepen-
dent assays of Vit E and Chol samples against qualified reference
standards on the same day, and these studies were repeated on three
consecutive days to determine inter-day precision. Precision was
expressed as % RSD (relative standard deviation) of analyte concentra-
tion. Quantitation limit (LQ) and detection limit (LD) were determined

based on the standard deviation of the response and the slope.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

The HPLC method described was developed for simultaneous quanti-
fication of vitamin E and cholesterol following International Confer-
ence on Harmonization (International Conference on Harmonization,
2005) guidelines.

3.1 | Method validation

3.1.1 | Specificity

Under the described conditions, the retention times of Vit E and Chol
were 6.25 and 7.16 min, respectively. Chromatograms of all com-
pound solutions confirmed the absence of other peaks at the reten-

tion time of two active molecules (vitamin E and cholesterol). Also, no

peak interferences were found in cryopreserved media containing
liposome formulations, cyclodextrin/Vit E complexes, and cyclodex-

trin/Chol complexes (Figure 1).

3.1.2 | Linearity, accuracy, and precision

The method exhibited a good linearity over a concentration range of
0.24-1.44 mg/mL and 0.4-2.4 mg/mL of vitamin E and cholesterol,
respectively. A representative regression line was y = 6.91x + 82.87
and y = 1.55x + 3.44 of Vit E and Chol, respectively, with the correla-
tion coefficient always greater than 0.996. The results of intra- and
inter-day accuracy and precision were within the acceptance criteria
as shown in Table 1.

3.1.3 | Detection and quantitation limits

Vitamin E and cholesterol presented limits of detection of 2.09,
25.87 pg/mL and limits of quantitation of 6.96, 80.26 ug/mL, respec-
tively. The results obtained are presented in Table 1 and indicated
that the sensitivity of this HPLC method was suitable for the quantita-
tive determination of Vit E and Chol.

4 | CONCLUSION

Analytical HPLC simultaneous assay of Vit E and Chol was developed
and validated satisfactorily for various parameters: accuracy, preci-
sion, linearity, and specificity per ICH guidelines. This method is sim-
ple and rapid, shows high precision and accuracy, and offers the
advantage of simultaneous assay of vitamin E and cholesterol (alone,
in complexes, or loaded with liposome) in semen cryopreservation
media. Besides, this work offers an excellent alternative to classical
methods already existing for Vit E and Chol determination in sperm

cryopreservation media.
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Etude expérimentale

Partie 2 : Encapsulation de I’alpha tocophérol dans les liposomes : Mise au

point, optimisation, caractérisation et protection spermatique.

Résumé

La vitamine E est un terme générique qui fait référence a une famille de huit composes naturels,
divisée en deux sous-groupes appelés tocophérols et tocotriénols (Duhem and Danhier,2014).
L'alpha-tocophérol est la molécule la plus importante exprimant une puissante activité
antioxydante, en particulier lors de la cryoconservation du sperme, réduisant la peroxydation
des lipides (Gagné et al, 2003; Donnelly et al 1999 ; Hezavehei et al 2018 ; Jeong et al ;2009 ;
Belala e al 2016 ; Benhenia et al 2018). Néanmoins, la vitamine E présente I'inconvénient d'étre
chimiquement instable avec une faible solubilité dans l'eau (Neunert et al ,2010). Par
conséquent, de nos jours, il existe différentes approches pour améliorer la solubilité et la
biodisponibilité des médicaments hydrophobes, notamment la vitamine E basée sur la
complexation avec les cyclodextrines (Belala e al 2016 ; Benhenia et al, 2018), la dispersion
solide (Fatmi et al, 2015) et les solutions liposomiales (Uhumwangho and Okor , 2009). Les
liposomes constituent 1’un des modé¢les membranaires qui tentent de reproduire la structure et
les propriétés des membranes biologiques. Ils sont largement utilisés pour I’étude des propriétés
membranaires pour mieux comprendre les mécanismes moléculaires intervenant au niveau de
la membrane comme la perméabilité, la stabilité et la fluidité. D’autre part, certains auteurs ont
relié activité biologique exercée par certaines molécules a leur action au niveau de la
membrane biologique. Ainsi, pour fournir une base moléculaire de cette activité, I’ interaction
de diverses molécules bioactives avec la membrane biologique a été étudiée en utilisant les
liposomes comme modéles mimétiques de la membrane (Akbarzadeh et al ,2013; Matos et al.,
2012 ;Hou et al, 2003; Potamitis et al., 2011). Un large éventail de techniques a été développé.
Elles donnent accés a des informations diverses, telles que la perméabilité, la fluidité ou encore

I’organisation des vésicules.

Dans cette étude, I’objectif est ’optimisation de la formulation des solutions liposomiales
chargées en vitamine E, par une approche factorielle et I'exploration de son application dans la
protection spermatique lors de la cryoconservation.

En premier lieu, la méthode d’injection éthanolique a été utilisée pour la préparation des

solutions liposomiales, utilisant comme constituant principal les phospholipides naturels de soja
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saturés (Phospholipon 90H). Ensuite, afin d’optimiser le process de fabrication (formulation)
des liposomes chargés en vitamine E nous avons utilisé un plan factoriel. Ainsi, la quantité de
cholestérol et celle des phospholipides ont été choisi comme facteurs, et le taux d'encapsulation
ainsi que la taille des liposomes ont été sélectionnés comme réponses. L’intervalle
d’optimisation des deux facteurs a été fixe a [10-50 mg/ml] et [1,5 — 10 mg/ml] pour les
phospholipides et le cholestérol, respectivement.

La concentration en vitamine E présente dans les solutions liposomiales a été déterminée a
I’aide d’un dosage par HPLC. Aussi, la taille des liposomes dans les différentes préparations a
éte déterminée en utilisant un granulométre laser.

L’influence des facteurs de formulation sur le taux d’encapsulation et la taille des liposomes a
été étudiée a ’aide d’un plan factoriel. Ce dernier, nous aussi permis de déterminer un optimum
et une région optimale (courbes iso-réponses).

Les meilleurs résultats en termes de taux d’encapsulation (78,47 %) et de taille de liposome
(99,86 nm), ont été obtenus lors de 1'utilisation des concentrations optimales suivantes :

10,9 mg/ml de phospholipides et 1,7 mg/ml de cholestérol.

La formule liposomiale optimale obtenue fut caractérisee en termes de taille et taux
d’encapsulation afin d’assurer la fiabilit¢ du model d’optimisation (validation de model).
L’analyse de la morphologie des maticres premicres, placebo et solution liposomiale optimale
a aussi été realisée a I’aide de la microscopie électronique a balayage.

Les images obtenues ont confirmé la formation de vésicules sphériques, unilamellaires et de
taille nanométrique.

Finalement, un test de motilité spermatique a été effectué on utilisant le Computer-Aided Sperm
Analysis (CASA), pour évaluer I’activité antioxydante (indirecte) de la solution liposomiale
optimale.

Les résultats furent trés encourageants dans le sens ou les spermatozoides traités par les
solutions liposomiales ont montré une meilleure motilité par rapport au control (VitE seule).
De plus, cet effet protecteur se prolonge dans le temps. La présence de la VitE et du Chol
favorisent la conservation prolongé des spermatozoides.

En résumé, I’encapsulation par les liposomes a amélioré I’effet de ces deux molécules (VitE et
chol) en protégeant ainsi les spermatozoides contre des agents chimiques et physiques (telque
les prooxydants et le choc thermique). Les liposomes chargés en vitamine E préparée dans cette

étude sont une alternative trés prometteuse aux milieux de conservation spermatique usuels.
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Cette deuxiéme partie a été valorisee par un article de Recherche publié dans un journal de
renomme : « Drug Delivery Letters».
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Abstract: Background: Alpha-tocopherol is a potent antioxidant involved in sperm protection particu-
larly during cryopreservation. However, its poor solubility limits the optimal protection in aqueous solu-
tions.

Objective: The aim of this study was to enhance the solubility of a-tocopherol by the use of liposomes.

ARTICLE HISTORY Methods: The experimental approach included loading vitamin E in liposomes prepared by ethanol in-

jection method and the optimization carried out by an experimental design. The optimum solution was
characterized by high performance liquid chromatography and scanning electron microscope. Finely, the
impact on sperm motility protection was studied by the freezing technic of bovine sperm.
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Results: The optimum solution was obtained when using 10.9 mg/ml of phospholipids, 1.7 mg/ml of

DOI: cholesterol and 2 mg/ml of vitamin E. The liposome size was 99.86 nm, providing 78.47% of loaded effi-
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ciency. The results showed a significant positive impact on sperm motility after hours of preservation.

Conclusion: In conclusion, the current results showed the interest of liposome preparation as an alterna-
tive to enhance vitamin E solubility and to protect spermatozoa during cryopreservation.

Keywords: Experimental design, alpha tocopherol, cholesterol, liposome, morphology, sperm motility.

1. INTRODUCTION

Vitamin E (VitE) belongs to the family of tocopherols
and tocotrienols [1] including eight forms o-, -, y-, and -
tocopherol, and ao-, B-, y-, and d-tocotrienol [2]. Alpha-
tocopherol is the most important molecule expressing potent
antioxidant activity especially during semen cryopreserva-
tion reducing lipid peroxidation [3-8]. Nevertheless, vitamin
E presents the inconvenient of being chemically instable
with poor water solubility [9]. Consequently, nowadays, dif-
ferent approaches are available to enhance hydrophobic drug
solubility and bioavailability including vitamin E based on
cyclodextrins complexation [7, 8], solid dispersion [10] and
liposome loading [11].

Liposomes are artificial vesicles, in which aqueous phase
is enclosed totally by phospholipids presenting sizes ranging
from 30 nm to several micrometers [12, 13]. Liposomes are
able to load either hydrophilic drugs within the inner aque-
ous compartment, lipophilic molecules in the lipid bilayer or

*Address correspondence to this author at the Department of Processes
Engineering, Faculty of Technology, Université de Bejaia, 06000, Bejaia,
Algeria; Tel/Fax: + (213) 034 22 15 49; E-mail: fatmi.sofiane@gmail.com

2210-304X/20 $65.00+.00

amphiphilic substances at the aqueous-lipid interface [11,
13] offering thus alternatives to enhance drug stability and
solubility [14-16].

Numerous research showed that liposome based formula-
tions are extremely promising for vitamin E in the enhance-
ment of solubility, stability and bioavailability [17-20].
However, only few of these studies investigated the formula-
tion of vitamin E loaded in liposome using experimental
design [21-23]. Loaded efficiency and particle size are the
central parameters to be considered in liposome formulation
[24]. However, the number of formulation and processing
variables during liposome preparation can affect these pa-
rameters and it is particularly hard to study the effect of in-
teractions between different variables and preparation by the
conventional methods [21]. Thus, a factorial design approach
consisting of a collection of statistical experimental design,
empirical modeling, and mathematical technique is an inter-
esting alternative to study the combined effects of different
variables/factors [25]. Literature review exposed no previous
reports to formulate liposome load vitamin E preparation
using experimental design approach, especially to demon-
strate the influence on cryopreserved sperm. In this respect,
the investigation of the impact on cell models, including

© 2020 Bentham Science Publishers
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spermatozoa, remains of high importance in relation to the
numerous toxic compounds, as tween, used in the solubiliz-
ing studies known for its potential toxicity, and where the
increased solubility does not necessarily means a high thera-
peutic effect at cell level [26].

Based on the presented background, the aim of this study
was to carry out a systematic statistical study on preparation
of liposome load vitamin E formulation using factorial de-
sign approach and to explore its application in sperm protec-
tion during cryopreservation.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Material

Alpha-tocopherol (vitamin E) was purchased from
SIGMA-ALDRICH, T3634, lot#SLBJ1634, PCODE:
1002263195, CAS: 59-02-9.

Cholesterol was purchased from SIGMA-ALDRICH,
C8503, and lot #SLBR0583V. PCODE: 1002334996. CAS:
57-88-5.

Saturated phospholipids were purchased from RHONE
POULENC (Phospholipon 90H lot: 90060).

Fructose was purchased from SIGMA-ALDRICH,
F0127, lot#SLBM7710V, PCODE: 101675782, CAS: 57-48-
7.

TRIS (hydroxymethyl) aminomethane, SIGMA ALD-
RICH, T6066, lot #SLBS9646, PCODE: 101860987, CAS:
77-86-1.

Ethanol and methanol HPLC grade was purchased from
Biochem, PCode: 205042500, 64-17-5.

2.2. Method

2.2.1. Buffer TRIS Preparation

Buffer TRIS solution was prepared by dissolving 2.5 g
acetic acid, 1.8 g fructose, 4.35 g TRIS and 0.2 g penicillin
in 180 ml of distillated water.

Drug Delivery Letters, 2020, Vol. 10, No. 3 229

2.2.2. Loaded Liposomes

2.2.2.1. Experimental Design and Liposomes Characteriza-
tion

Factorial design was implemented for vitamin E loaded
liposome optimization. Cholesterol and phospholipids quan-
tities were chosen as factors, liposome size and loaded effi-
ciency were selected as responses. Two independent factors
were set at two different levels. High and low, levels of each
factor were coded +1 and -1 with [10 to 50] and [1.5 to 10]
respectively, as reel values (Table 1).

Polynomial equation generated by this experimental de-
Sigl’l is: Yi= b() + b1 X1 + b2 Xz + b12 X1 X2 7, b11 X]z + b22
X,2.Where Yi is the dependent variable, b is the arithmetic
mean response and b; is the estimated coefficient for the fac-
tor X;. The main effects (X; and X;) represent the independ-
ent variable. The interaction terms (X;X;) show the response
when two factors are simultaneously changed. The polyno-
mial terms (Xlzand Xzz) are included to investigate non-
linearity. The polynomial equation is used to draw conclu-
sion after considering the magnitude of coefficient and the
mathematical sign it carries (i.e. positive or negative).

2.2.2.2. Liposomal Solution Preparation

Liposomes were prepared by ethanol-injection method
[15]. Phospholipon 90H, cholesterol and vitamin E were
dissolved in 15ml of absolute ethanol and the resulting or-
ganic phase was injected into 40 ml of aqueous phase under
magnetic. Then, ethanol was removed by rotary evaporation
under reduced pressure and spontaneous liposomes were
formed as shown in Fig. (1).

2.2.3. Liposomes Characterization

2.2.3.1. Loading Efficiency Determination

Vitamin E concentration in liposome formulations was
determined by HPLC system consisted of LPG 3400 pumps,
ACC 3000 auto sampler and VWD 3400 RS variable wave-
length detectors. Chromatographic separation was achieved

Table 1. Experimental design 3% used for vitamin E loaded liposome optimization.
Variable Level in Coded Form Variable Level in Actual Form
Batch X X Phospholipids (mg/ml) Cholesterol (mg/ml)
1 -1 -1 10.00 1.50
2 1 -1 50.00 1.50
3 -1 0 10.00 SIS
4 0 0 30.00 575
5 -1 1 10.00 10.00
6 0 1 30.00 10.00
7 1 1 50.00 10.00
8 0 0 30.00 5.75
9, 0 0 30.00 5.75
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Fig. (1). Ethanol injection method for liposome.

on a C-18 (150 x 4.6 mm, 5 pm) HPLC column. Methanol
grade HPLC was used as mobile phase at isocratic flow-rate
of 1.0 ml/min.

Standard preparation: Standard solution was prepared by
dissolving VitE in methanol.

Samples preparation: Liposomal solutions aliquots were
centrifuged at 15.000 rpm for 2 h at 4 C°. The aliquots were
filtered through 0.45um membrane and quantified by HPLC.
Loaded ratio was calculated using Eq. (1).

Loaded efficiency= (Entrapped drug / Total added drug) *
100 @))]

2.2.3.2. Size
Laser granulometry was used to determine liposomal

mean size by collecting particle-size distribution data.

2.2.3.3. Morphological Characterization by Scanning Elec-
tron Microscopy
Liposomal suspensions were imaged using a scanning

electron microscope (SEM) (quanta 200 FEI). Dry liposome
was placed in the slats with magnification 10-50 um.

2.2.3.4. Motility Analysis

Sperm motility characteristics were assessed using com-
puter aided sperm analysis (CASA; (Sperm class analyzer,
SCA Microptic, S.L., Version 3.2.0) to facilitate image cap-
ture and avoid spermatozoa cells over lapping, the sperm
were diluted to achieve a concentration less than 40 x 106
Spz/ml. Five (05) pl of each sperm samples was placed in a

Taouzinet et al.

Evaporation

Liposome formation

Mackler® chamber (Sefi Instrument) previously heated
(37°C) and examined with a phase-contrast microscope
(Nikon E200®-LED microscope). Images were captured
using a video camera (Camera Digital Basler A312fc) at
magnification x10 (negative phase contrast).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Vitamin E loaded Liposome Modeling and Optimiza-
tion

The influence of liposome formulation on loaded effi-
ciency and particles size using 3 full factorial designs is ex-
posed in Table 2. In the different experimental batches, vi-
tamin E concentration (2mg/ml), ethanol volume (15 ml) and
TRIS buffer volume (40 ml) were kept as constant.

3.1.1. Statistical Analysis

The model quality provided by data analysis was esti-
mated by two magnitudes: variability percentage (R”) and
response variability percentage (Q?). Numerical results are
given in Table 3.

R2: Variability percentage explained by the model response.

Q2: Response variability percentage that can be predicted
by the model.

Variability percentage values explained by the model
response (R2) and the response variability percentage that
can be predicted by model (Q2) were found to be respec-
tively 0.9977 and 0.7999, indicating good fit and good pre-
diction model. Loaded efficiency values measured for the
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Table2. Liposome formulations optimization using 3 full factorial Design.
Variable Level in Coded Form Variable Level in Actual Form Response Variables
Batch
X1 X2 Phospholipids Amount | Cholesterol Amount Loaded Efficiency (%) | Liposome Size (nm)
1 -1 -1 10 1.50 81.96 131
2 1 -1 50 1.50 39.85 40800
3 -1 0 10 5.75 55.62 243
4 0 0 30 5.75 35.87 28200
5 -1 1 10 10.00 62.48 151
6 0 1 30 10.00 40.59 550
7 1 1 50 10.00 19.34 22400
8 0 0 30 5.75 37.83 61500
9 0 0 30 5.75 37.83 61500
Table 3. Numerical values of the statistical analysis.
- R’ Q’ Model Validity Reproducibility
Loaded efficiency (%) 0.9977 0.7999 0.6532 0.9961
Liposome size (nm) 0.7391 -18.9726 0.7090 0.4491
Loaded efficiency
Phospholipids Cholesterol

Loaded efficiency
I .
20304050607080

Fig. (2). Response surface plot of loaded efficiency.

different batches showed wide variation, (minimum of 19.34
% to a maximum of 81.96 %). Regarding liposome size, the
R? values (0.7391) indicated good fit and the reproducibility
(0.4491) was acceptable, however the value of Q2 was nega-
tive indicating that this model is insignificant in predicting
the liposome size.

Data were analyzed statistically by ANOVA. The poly-
nomial factorial equation for the percentage of loaded effi-
ciency was generated by multiple linear regressions.

Loaded efficiency = 36.8338 - 21.0544 phospholipid -
10.2564 cholesterol - 0.255975 phospholipid*cholesterol -
1.23604 phospholipid? + 15.0527 cholesterol? 2)

The results clearly indicate that the loaded efficiency
value is strongly affected by the variables selected for the

study. This is reflected by the wide range of values for terms
coefficients of Eq. (2). Coefficients by, b,, and by, were
found to be significant at P < 0.05, while the significance
level of the coefficient by, and b;; was found to be > 0.05.
Thus, it appear that interaction term b;, and by; does not con-
tribute significantly to the prediction of loaded efficiency.
The results revealed that increasing X, and X, values induces
a decrease in the loaded efficiency. In summary, it was found
that vitamin E loaded efficiency in liposomes depends on the
lipid composition, phospholipids and cholesterol amount. In
addition, mechanical stability and rigidity requirement were
fulfilled by incorporating cholesterol [27]. A response sur-
face plot reinforces these facts as shown in Fig. (2).

Polynomial factorial equation for liposome size gener-
ated by multiple linear regressions is (Eq. 3):
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Fig. (4). Factors influencing on the loaded efficiency.

Liposome size = 45518.6 + 19390.6 phospholipids — 8256.05
cholesterol — 4605 phospholipid*cholesterol -11240.8 phos-
pholipid? - 22068.3 cholesterol? 3)

Among the independent variables selected and their in-
teractions, only X1 (phospholipids) presented positive values
indicating a favorable effect on liposomes size. The coeffi-
cients by, by, by, by, and by, were found to be non-
significant (P>0.05). This reveals that, increasing X, values
enhances liposome size. Our results are in agreement with
those reported in the literature. In fact; Princely and Dhana-
raju, reported that the presence of lipid molecules in high
amount induces the formation of larger size vesicles [28], a
response surface plot is shown in Fig. (3).

3.1.2. Factors Effects

The effect of the independent variables and their interac-
tion on the dependent variable is reported in Fig. (4) depict-
ing the main effect of the independent variables and interac-
tions with their relative significance on the loaded efficiency.

The positive and negative values indicate the impact of cho-
lesterol and phospholipids weights. The fact that the results
of phospholipids (Phs), cholesterol (CHL) and Phospholip-
ids*cholesterol are negative indicate that these terms influ-
ence vitamin E loaded efficiency negatively. This reinforces
the results of equation 2 (polynomial factorial). This is in
agreement with the observation of Baillie et al. [29], who
reported that high cholesterol amount decreases the loaded
efficiency. This result can be explained by the fact that VitE
needs space at liposome bilayer level. Cholesterol decreases
the fluidity or micro viscosity of the bilayers by filling empty
spaces among the phospholipid’s anchoring them more
strongly into the structure [30]. Phospholipids are the most
compounds of liposome, but their presence in a high amount
affects negatively drug entrapment [13]. Liposome loaded
VitE vesicle size was found to be in the range of 131 nm to
61500 nm. The impact of the phospholipids, represented in
Fig. (5), indicates the favorable effect on liposome size as
shown in Equation 3 where the coefficient of phospholipids
was positive, this could be explained by the fact that phos-
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Optimum and confirmed formulation values of loaded efficiency and liposome size for the vitamin E loaded in liposome

Optimum values

Confirmed formulation values

Loaded efficiency (%)

7847+ 0.9%

79.17

Liposome size (nm)

99.86 £ 0.8%

99.05

pholipids are the basic component of liposome [31]. Choles-
terol and Phospholipids*cholesterol induced a negative ef-
fect, revealed through negative values for vesicle size. The
negative effect of cholesterol could be related to the increase
in liposome membrane rigidity forming consequently larger
liposomes [27, 28].

3.2. Optimum Determination

The effect of the independent variables revealed values
offering the optimum responses. It is evident from the poly-
nomial equations (eq2 and eq3), plots (Figs. 4 and 5) that
increasing cholesterol and phospholipids decreases loaded
efficiency, and increases liposome size. Using a computer
optimization process, we selected the values 1.6 mg/ml and
10.79 mg/ml for cholesterol and phospholipids, respectively,
as optimum for the formulation of liposomes offering the
highest loaded efficiency 78.47 % and the lowest liposome
size 99.86 nm.

To validate the experimental design, a fresh formulation
was prepared at the optimum levels of the independent vari-
ables, and evaluated for the responses. The loaded efficiency
was determined by HPLC assay. Particles size was obtained
using laser granulometry. The observed values of loaded
efficiency and particles size were 79.17 % and 99.05 nm
respectively, significantly close to those revealed in the theo-
retical investigation as shown in Table 4. Hence, the current
model provided satisfactory prediction for liposome loaded
vitamin E.

3.3. Optimal Liposome Solution Characterization

3.3.1. Morphological Characterization by Scanning Elec-
tron Microscopy

Morphology of pure materials (phospholipids 90H, vita-
min E and cholesterol) were determined using electron mi-
croscopy. Fig. (6) shows smooth porous surface for pure
phospholipid 90H particles, barred forms for cholesterol,
crystals and heterogeneous forms for vitamin E. The results
revealed also that optimal liposomal formulation is more
uniform and thinner than the blank liposome with well-
identified spheres of unilamellar vesicles.

3.3.2. Liposome Impact on Sperm Cryopreservation

To explore the real effect of the developed formulation,
we studied the protection impact during cryopreservation of
bovine sperm of vitamin E loaded in liposomes compared to
vitamin E and cholesterol complex solubilized in cyclodex-
trins. Previously, several studies have shown the main cryo-
protective effect of vitamin E and cholesterol cyclodextrin
complexes in different animal species [7, 8, 32].

Data regarding the liposome-VitE effect compared to
cyclodextrin-CHL and cyclodextrin-VitE on post-thaw bo-
vine sperm are presented in Fig. (7).

The lowest values were observed in the control group
without any supplementation and the highest values were
observed when using liposome-VitE treatment. This is
probably due to simultaneous effect of VitE and CHL against
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Fig. (6). SEM micrographs of pure materials (phospholipid 90H, vitamin E, and cholesterol), blank and optimum liposomal formulation.
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Fig. (7). Effect of Lip-VitE compared to CD-CHL-VitE on post-thaw bull sperm motility (VSL).

peroxidation and cold shock stress. This simultaneous effect
is in agreement with the results of Khellouf et al., who re-
ported that highest protection of bull semen was obtained
when the solubilized cholesterol and vitamin E were used in
association [32]. In addition, it is known that liposome struc-
ture (by lecithin presence) without any active molecule can
protect spermatozoa against oxidation [33].

CONCLUSION

In this study, we have investigated the interest of
liposomes to enhance the solubility of vitamin E and their

impact on cryopreserved bovine sperm. The results of a 3
full factorial design revealed that the amount of cholesterol
and phospholipids significantly affect the dependent vari-
ables, loaded efficiency and liposome size. Thus, it is con-
cluded that by adopting a systematic formulation approach,
optimum results can be reached in a short time with mini-
mum efforts. The best loaded efficiency (78.47%) and
liposome size (99.86 nm) was obtained when using: 10.9
mg/ml of phospholipid, 1.6 mg/ml of cholesterol and 2mg/ml
of vitamin E. The theoretical results were strengthen by a
real positive impact on sperm cells during cryopreservation.
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The vitamin E loaded in liposome prepared in this study
could be developed as promising formulation for sperm pro-
tection during cryopreservation. Future studies will evaluate
the pharmacokinetics and bioavailability of the vitamin E
loaded in liposomes as well as their efficacy to release the
vitamin at an appropriate rate.
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SEM = Scanning Electron Microscope

TRIS = (hydroxymethyl) aminomethane

VitE = Vitamin E
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Partie 3 : Un nouveau systeme liposomiale de vitamine E : Cinétique de
libération, stabilité et protection spermatique lors de la

cryoconservation.

Résumé

Les liposomes sont des vésicules lipidiques auto-assemblées dont le diamétre varie de 50 a 250
nm et qui peuvent étre formées a partir d'une large gamme de composés amphiphiles (les
phospholipides, ayant une importance capitale en raison de leur biocompatibilité). Les attributs
des liposomes sont influencés par leur taille, les propriétés de la phase aqueuse et la composition
moléculaire, qui comprend l'organisation moléculaire latérale et transmembranaire, la
perméabilité, la résistance mécanique et les propriétés de surface. Par conséquent, une large
gamme de liposomes peut étre formulée pour la recherche cela a de multiples applications. Les
vésicules dont le diametre est supérieur a 1 um sont utilisées comme un modele pratique de
membrane biologique pour déterminer les propriétés mecaniques ou topologiques [8]. Les
liposomes d'un diamétre de 100 a 1000 nm ont une gamme d'applications beaucoup plus large.
Les liposomes ont été largement considérés comme des mecanismes possibles d'administration

de médicaments depuis que Bangham et ses collegues ont fait part de leurs découvertes.

Les liposomes ont suscité I'intérét des chercheurs en tant que vecteurs de médicaments en raison
de leur capacité a encapsuler des PAs hydrophiles dans leur compartiment aqueux intérieur et
a incorporer des PAs hydrophobes dans la région hydrophobe de la bicouche (Kim et al., 2017).
L'intégration de médicaments dans des liposomes améliorera leur faible solubilité aqueuse, leur
entrée cellulaire restreinte, leur pharmacocinétique in vivo et leur diffusion tissulaire. Ces
propriétés bénéfiques, associées a la biocompatibilité des phospholipides, font de la formulation
a base de liposomes une méthode prometteuse pour disposer d'un type de dosage administrable
qui augmente l'efficacité clinique des médicaments (Park et al., 2016). Cependant, la stabilité
physique et chimique du liposome constitue la principale étape limitant I'utilisation de ce

systéme polyvalent.

Dans les bicouches phospholipidiques, deux types de réactions de dégradation chimique
peuvent affecter les performances des liposomes, I'nydrolyse des liaisons ester reliant les acides
gras au squelette de glycérol et la peroxydation des chaines acyles insaturées (si elles sont

présentes). En outre, les processus physiques tels que l'agrégation/floculation et la
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fusion/coalescence peuvent affecter la durée de conservation des liposomes en raison de la perte
du médicament associé aux liposomes et des changements de taille. Par conséquent, le contréle
de leur stabilité physique et chimique devient une condition préalable importante pour

I'utilisation efficace des liposomes comme vecteur de PAs médicamenteux.

Depuis la découverte des liposomes en 1964, la capacité des liposomes a servir de vecteurs
d'administration de médicaments a été largement étudiée par diverses voies d’administration
telles que la voie parentérale, orale, pulmonaire, nasale, oculaire et transdermique. Cependant,
certains travaux dénotent I'intérét des liposomes dans la défense des spermatozoides pendant le

processus de cryoconservation.

En effet, la cryoconservation des spermatozoides peut entrainer la production d'especes
réactives de l'oxygéne (ROS) (Swami et al., 2017), qui sont une cause majeure de dommages
des spermatozoides pendant la congélation et la décongélation et/ou la réfrigération (Zheng et
al., 2017). Les ROS sont continuellement formees pendant la cryoconservation des
spermatozoides a la suite du métabolisme aérobie et de la peroxydation lipidique (LPO),
provoguant la mort des spermatozoides et des dommages sublétaux et affectant I'utilisation des
spermatozoides aprés cryoconservation (Chatterjee et al., 2001). C'est ainsi, qu’il est
recommandé d’ajouter aux milieux de conservation dit ‘classiques’ des antioxydants tels que la
vitamine E afin datténuer les dommages causés par le mecanisme de congélation-
décongélation. La vitamine E (Vit E) est un agent antioxydant liposoluble dont la principale
activité biologique dans les membranes cellulaires est d'interrompre les réactions en chaine de
peroxydation des lipides. L'alpha-tocophérol est un antioxydant puissant; elle élimine les
radicaux pyroxylés lipidiques en donnant de I'nydrogéne a partir de leur groupe phénolique et

est généralement considérée comme I'antioxydant liposoluble le plus efficace chez I'nhnomme.
Cependant, a notre connaissance aucune étude ne rapporte :

- L’efficacité de la vitamine E piégée dans les liposomes associés aux milieux de

cryoconservation spermatique,
- La cinétique de libération et la stabilité des liposome/VitE dans ce milieu.

Ainsi, le premier objectif fut d'étudier la libération de la vitamine E a partir de vésicules
lipidiques, et le second d'étudier la stabilité de la préparation de liposomes. Et enfin, I’étude de

I’impact des liposomes de vitamine E sur la cryoconservation du sperme animal.
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Les liposomes preparés par la méthode d'injection d'éthanol ont été caractérisés pour des tests
de stabilité de taille, de libération d'alpha tocophérol et de motilité des spermatozoides.

Le test de dissolution a montré que le liposome retient la vitamine E durant 24H probablement
du fait de la rigidité de la paroi liposomiale qui a été renforcée par 1’ajout de cholestérol, par
suite il libére la totalité du PA retenu en 24h par diffusion fickienne probablement par création
de mini-canaux du a I’agitation et la forte hydratation de la paroi. Aussi, les résultats ont

démontré une stabilité physique et chimique durant 12 mois de conservation a 4°C.

De plus, la motilité du sperme conservé et traité avec des préparations de liposomes de vitamine
E a été significativement améliorée par rapport a tous les autres traitements (y compris les

milieux de conservation spermatique couramment utilisés).

Au final, Ces liposomes stables de vitamine E sont une alternative prometteuse pour la

protection du sperme lors de la cryoconservation.

Cette troisieme partie sera valorisée par un projet d’article de Recherche soumis a publication

dans un journal de renommé « Cryo Letters ».
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Abstract:

It is known that a considerable number of drugs in clinical use or under development are water-
insoluble drugs with poor bioavailability. The liposomal delivery system has drawn attention
as one of the noteworthy approaches to increase both dissolution and absorption because of its
biocompatibility and ability to encapsulate hydrophobic molecules in the lipid domain.
However, several drawbacks have been reported, the most common is liposome structural
instability. This study, aimed to encapsulate the alpha tocopherol into liposome and determine
the new formulation stability and study drug-release of alpha tocopherol in sperm
cryopreservation medium. The liposomes prepared by ethanol injection method were
characterized for size stability, alpha tocopherol release and sperm motility tests. The results
were appropriated for the preparation of unilamellar vesicles with both narrow size distribution
(around 99 nm) and a good physical and chemical stability at 4 C° during 12 months. Also,
drug-release study showed that liposome retains vitamin E for 24 hours, probably due to the
rigidity of the liposomal fence which was reinforced by cholesterol addition. Then it releases
all of the actives molecules in 48 hours by fickian diffusion probably by the creation of mini-
ducts due to both agitation and fence hydration. Moreover, semen motility treated with vitamin
E liposome preparations was significantly improved compared to all other treatments (including
commonly used sperm conservation medium). Finally, stable vitamin E liposomes formulated

in this work are a promising alternative for semen cryopreservation protection.

Keywords: liposome, sperm cryopreservation, alpha tocopherol, stability, drug release.
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1. Introduction

Liposomes are self-assembled lipid vesicles with diameters ranging from 50 nm to 250nm (1)
that can be formed from a wide range of amphiphilic compounds, phospholipids in particular
having a special position due to their biocompatibility (2). Liposomes attributes are influenced
by their size, agueous phase properties, and molecular composition, which include lateral and
trans membrane molecular organization, permeability and mechanical toughness (3-6). As a
result, a wide range of liposomes can be generated for researches with a wide range of
applications (7). Vesicles with diameters greater than 1pum are used as a convenient model of
biological membrane for determining mechanical or topological properties (8). Also, liposomes
with a diameter of 100 to 1000 nm have a much wider range of applications. liposomes have
been widely regarded as possible drug delivery mechanisms since Bangham and colleagues
reported their findings (9).

Liposomes have piqued the interest of researchers as drug carriers due to their ability in
encapsulating hydrophilic drugs within their interior aqueous compartment and incorporating
hydrophobic drugs within the bilayer's hydrophobic region (10). Drug integration into
liposomes will enhance their aqueous solubility, cellular entry and/or in vivo pharmacokinetics.
These beneficial properties, together with the biocompatibility of phospholipids, render
liposomal entrapment a promising method to drug clinical efficiency (11). However, the major
rate-limiting step in the use of this versatile drug delivery system is its physical and chemical
instability (1). In phospholipid bilayers two types of chemical degradation reactions can affect
the performance of the liposomes, hydrolysis of the ester bonds linking the fatty acids to the
glycerol backbone and the peroxidation of unsaturated acyl chains. Moreover, physical
processes such as aggregation/flocculation and fusion/coalescence can affect the shelf life of
liposomes due to both loss of liposome associated drug and change in size. Therefore, the
control over their physical and chemical stability becomes an important prerequisite for

the effective use of this drug carrier (12).

Since liposomes discovery in1964 (9), the use of liposomes as drug delivery carriers has been
extensively investigated through diverse administrative routes such as parenteral, oral,
pulmonary, nasal, ocular, and transdermal (13-15).Also, some experiments indicate liposome

use interest in sperm protection during the cryopreservation process.

Sperm cryopreservation can result in the production of reactive oxygen species (ROS) (16),

which are a major cause of sperm damage during freezing and thawing process (17). ROS are
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continuously formed during sperm cryopreservation resulting from aerobic metabolism and
lipid peroxidation (LPO), causing sperm death and sublethal damage and affecting the usability
of the thawed spermatozoa (18). As a result, supplementing extenders with antioxidants such
as vitamin E has been suggested as a method of mitigating the harm caused by the freezing-
thawing mechanism (19-21). Vitamin E (Vit E) is a fat-soluble antioxidant agent whose primary
biological activity in cell membranes is to interrupt lipid peroxidation chain reactions (22). The
Vit E scavenges lipid peroxyl radicals by donating hydrogen from their phenolic group and is
commonly regarded as one of the most effective lipid-soluble antioxidant in humans (23) .

However, to our knowledge there is no work reported in relation to both solubility and stability
of vitamin E entrapped in liposomes in sperm cryopreservation media. We aimed in this work
to both investigate vitamin E release from lipid vesicles, and to study the liposome preparation
stability (physical and chemical) in sperm cryopreservation media. In addition, the effectiveness

of vitamin E filled liposomes on sperm cryopreservation was investigated.

2. Materiel and method

2.1. Material

Alpha-tocopherol (vitamin E) was purchased from SIGMA-ALDRICH, T3634,
lot#SLBJ1634,PCODE: 1002263195, CAS: 59-02-9.

Cholesterol was purchased from SIGMA-ALDRICH, C8503, lot #SLBR0583V. PCODE:
1002334996.CAS: 57-88-5.

Saturated phospholipids were purchased from RHONE POULENC (Phospholipon 90H lot:
90060).

Fructose was purchased from SIGMA-ALDRICH, F0127, lot#SLBM7710V, PCODE:
101675782, CAS: 57-48-7.

TRIS (hydroxymethyl) aminomethane, SIGMA ALDRICH, T6066, lot #SLBS9646, PCODE:
101860987, CAS: 77-86-1.

Ethanol and methanol HPLC grade was purchased from Biochem, PCode: 205042500, 64-17-
5.

Polyethylene glycol 6000 was purchased from Biochem.

Permethyl beta Cyclodextrin, SIGMA ALDRICH, Germany
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2.2. Method

2.2.1. Buffer TRIS preparation
Buffer TRIS solution was prepared by dissolving 2.5 g acetic acid, 1.8 g fructose, 4.35 g TRIS
and 0.2 g penicillin in 180 ml of distillated water.

2.2.2. Nano systems preparation

Cyclodextrin/ Vitamin E and Cyclodextrin/ Cholesterol: Cyclodextrin with cholesterol or
vitamin E were dissolved in 75 ml of ethanol. The resultant mixture was maintained under
stirring for 24 h at room temperature and shielded from light. The solvent was then evaporated
under vacuum at 40°C by rotary evaporation and the residue was kept in a desiccator until used
(24).

PEG 6000/ Vitamin E dispersion : Polyethylene glycol 6000 and vitamin E were dissolved in
ethanol by agitation, the solvent was then evaporated under vacuum at 40°C by rotary
evaporation and the residue was kept in a desiccator until used (24).

Liposome/ Vitamin E:Liposomes were prepared by ethanol-injection method (25). 10.9 mg/ml
of Phospholipid 90H, 1.6 mg/ml cholesterol and 2mg/ml vitamin E were dissolved in 15ml of
absolute ethanol. The resulting organic phase was injected into 40 ml of aqueous phase under
magnetic. Then, ethanol was removed by rotary evaporation under reduced pressure and

spontaneous liposomes were formed (21).

2.2.3. In Vitro Release Studies

In vitro release tests of liposome Vit E were carried out by the dialysis method. In this study, 1
ml of liposome solution was placed in a dialysis bag (Spectra/Por 4, molecular cut-off 12-14
kD, Califormina, CA, USA), which was previously rinsed and soaked for 30 min. Both borders
were sealed with a dialysis clip. The device was then incubatedin 50 ml of dialysis solution.
This solution was composed by 25% ethanol and 0.5% Tween80 (v/v) in a phosphate buffer pH
7.4. The dialysis bags were stirred. At predetermined intervals of 0 h, 1 h, 2 h, 24 h, and 48 h,
500 ul was taken. Quantification was performed with a HPLC at 208 nm. The results were

expressed as the percentage of VitE released from liposomes using the following equation:
% Vit E released= ([VitE]i- [VitE]:/[VitE]})*100

Where: VitEi is the initial concentration of Vit E in the dialysis bag, and Vit E:is the
concentration of Vit E in the dialysis bag at time t. From the experimental data, four model-

dependent approaches were used to compare the Vit E dissolution profiles. The model-
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dependent approaches included the zero-order, the first-order, the Higuchi, and the Korsmeyer-
Peppas models.

2.2.4 Stability Study

Both liposome and Vit E stability (into the lipid bilayer) were studied. The physicochemical
parameters that were evaluated included the vesicle size and encapsulation efficiency. The
study was carried out for 12 months. The vesicle size and loaded efficiency were evaluated
using a granulometre laser and HPLC, respectively.

Loading efficiency determination: Vitamin E concentration in liposome formulations was
determined by HPLC system, which consisted of LPG 3400 pumps, ACC 3000 auto sampler
and VWD 3400 RS variable wavelength detectors. Chromatographic separation was achieved
on a C-18 (150 x 4.6 mm, 5 um) HPLC column. Methanol grade HPLC acetonitrile water

(68:28:4) (v:v:v) was used as mobile phase at isocratic flow-rate of 1.5 ml/min.
Standard preparation: Standard solution was prepared by dissolving vit E in methanol.

Samples preparation: Liposomal solutions aliquots were centrifuged at 15.000 rpm for 2 h at 4
C°. The aliquots were filtered through 0.45um membrane and quantified by HPLC. Loaded

ratio was calculated using equation 1 (21).
Loaded efficiency = (Entrapped drug / Total added drug) * 100

2.2.5 Epididymal semen collection

The sperm collection was performed by the retrograde flushing method as previously described
by Martinez-Pastor F et al., (2006) (26). Briefly, the epididymis were separated from the testis
and cleaned. Both cauda and vas deferens were isolated from the whole epididymis. Cauda
epididymis blood vessels were cut and the surface area of the cauda was rinsed and wiped.
Sperm was recovered by applying pressure from the vas deferens generated manually from a
syringe containing air and 1 ml of extender. Sperm emerged from a cut made in the distal cauda

near the junction with the corpus.

2.2.6 Motility analysis

A Computer Assisted Sperm Analyzer (CASA) (Sperm class analyzer, SCA Microptic, S.L.,
Version 3.2.0, Barcelona, Spain) was used to evaluate sperm motility parameters. To facilitate
image capture and avoid overlapping of spermatozoa cells, the sperm were diluted to achieve a
concentration less than 40 x 10sSpz/ml. Five (5) pl of each sperm samples were examined with
a phase-contrast microscope (Nikon E200®-LED microscope, Japan). Images were captured
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using a video camera (Caméra Digital Basler A312fc, Germany) at magnification x10 (negative
phase contrast). The sperm motility parameters measured by CASA were total motility (%),
progressive motility (%), curvilinear velocity (VCL um/s), straight linear velocity (VSL pm/s)
and average path velocity (VAP pum/s) (27).

3. Results and discussion

3.1 In Vitro Release Studies

Lipid composition of liposome bilayer is known to be a key factor in its permeability. When
loaded, this parameter is directly related with drug release. VitE release profiles in
cryopreservation medium (vit E alone and loaded in liposome) are presented in Figures 1.

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
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0,00
0 500

Drug release(%)

500 2000 2500 3000

1000 o1
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Figure 1: Release profiles of Vit E alone and Vit E loaded in liposome.

Vitamin E alone presents limited dissolution (no solubility in cryopreservation medium). The

liposome sample showed a biphasic release profile.

In the first part: 0 to 24 H, a fast release of the vitamin E was obtained, stabilizing over time
(for 24 hours) at around of 19 %. This may be due to the release of only free drug and the drug
that was adsorbed on the surface of liposome (by weak binding force), this is known as burst
effect (28). Miao et al reported in their study preparation of a liposomal delivery system and its
in vitro release of rapamycin that the release of rapamycin encapsulated in liposomes is discrete
by two phases one due to the burst effect (presence of active ingredient on the liposome surface)
(28).
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In the second part: 24-48 H, the dissolution of Vit E improved considerably to reach 99% at
48 hours, this is probably due to the trapping of Vit E in the liposomal bilayer and its release
by diffusion to the outside the liposome first, then outside the dialysis bag. Indeed, in the
literature several works refer to the controlled release of drugs by trapping in liposomes
(29,30).Xing et al. (2016) in his work Recent Developments of Liposomes as Nanocarriers for
Theranostic Applications have also described this phenomenon (31). In addition, the rigidity of
the membrane due to the presence of cholesterol surely participated in slowing the release of
Vit E (32).

Moreover, the drug release kinetic was studied. Many different models exist for describing drug
release, some of them can be applied to nano formulations, such as Korsmeyer-Peppas and
Higuchi, etc (33,34). In our case, four different fitting models were performed: the Korsmeyer-
Peppas model, Higuchi model, first-order kinetic model, and zero order . From the R2 values
presented in Table 1, it can be deduced that the Korsmeyer-Peppas model was the most accurate
one. This model was already described for nanoparticles (35-37). In addition, Kinetic parameters
corresponding to this model were extracted, specifically the release rate constant (K) and the
release exponent (n). The n values that were obtained corresponded to a Fickian diffusion
behavior. This result confirms that the release of vit E through the bilayer and the dialysis bag

follows release by diffusion, commended by the concentration gradient.

Table 1: Drug release kinetic data obtained from fitting drug release experimental data by

various mathematical models (liposome/VitE).

Model Zero order First order Higuchi Korsmeyer-Peppas
k 0,002 0,002 0,014 0,029
Parameters 0,4
R? 0,782 0,718 0,598 0,791

3.2 Stability study
3.2.1. Physical stability

During the formulation design and development process, stability is a critical factor to
consider48.The aggregation or fusion of unstable liposomes during formulation processing

and/or long-term storage can cause physical instability of liposomal formulations. As a result,
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the most important part of producing pharmaceutical drugs is preparing liposomes in small and

uniform sizes.

In this work, the liposome loaded Vit E was prepared with saturated phospholipids 90H and
cholesterol and was kept at 4°C and shielded from direct lighting.

The particle size (Figure 1) was stable during 12 months of storage at 4°C (around 99 nm). In
this duration, there was no noticeable difference in particle size, meaning that there was no
aggregation or fusion. In general, liposomes containing saturated phospholipids showed
increased stability and high transition temperature compared to liposomes composed of
unsaturated phospholipids. In addition, numerous experiments on cholesterol use as a stabilizer
have been performed, demonstrating that this steroid can increase phospholipid molecule
packing (38), decrease bilayer permeability to non-electrolyte and electrolyte solutes (39),
enhance vesicle resistance to aggregation (40) and adjust the fluidity of intravesical connections

to make them more rigid and maintain in severe lipid bilayer shear stress (41).
3.2.2. Chemical stability

One of the main impediments to the widespread use of liposomes as a medicinal commodity is
their chemical stability (42). Liposomes encapsulated medications have a number of storage
issues, including phospholipids’ hydrolysis and encapsulated drug decomposition (43).
Hydrolysis of the ester bonds connecting the fatty acids to the glycerol backbone and
peroxidation of unsaturated acyl chains maybe the cause of certain chemical degradation (44).
Figure 2 depicts the chemical stability of Vit E loaded in liposomes over 12 month period at
4°C.

It was found that Vit E loaded in liposomes was stable with no degradation of vitamin E,
suggesting effective protection of vitamin E by liposome bilayer. Similar findings were also
recorded by Badenset al (45).
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Figure 2: Physical (liposomes size) and chemical (LE %) stability of Vit E loaded in
liposomes at 4 C° during 12 months.

3.3 Motility analysis

Sperm resistance to the cryodamages depends on the structure and the antioxidative power of
its cell membrane. In order to improve post-thawed sperm quality, freezing extenders have been
supplemented with different treatments including the addition of cholesterol and a-tocopherol
with different encapsulation systems (Cyclodextrin, polyethylene glycol (PEG 6000) or

liposome).

In Figure 03 are mentioned the results for sperm motility parameters after cryopreservation. As
can be seen, the VSL, VCL, and VAP were significantly increased by the different treatments
in comparison with the control group (P < 0.05). Liposome loaded vitamin E followed by PEG
(Vit E-CHL) had the highest significant effect (P<0.05) on all the studied motility parameters
after 48h of chilling. The supplementation of vitamin E or cholesterol, individually, show an
improvement of motility parameters compared to control. However, their combination
exhibited a more efficient performance, this result is in accordance with the previous studies
reporting the same positive effects of cholesterol and a-t ocopherol (association) appeared to

be effective in preserving the post thawing motility(46,19).

In this study, vitamin E loaded in liposome effect on spermatozoa survival after chilling has

been investigated.
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The results show that the best sperm protection effect is obtained when using liposome vitamin
E during 48h of chilling, it is due to the simultaneous effect of vitamin E and cholesterol
(antioxidants protection) and also to the interactions between liposomes and cells likely
facilitate lipid and cholesterol transfer causing rearrangement of cell membrane components
affecting cryostability of the cells. In addition, it was demonstrated that liposomes can be loaded
with lipid-related content (such as lecithin or cholesterol) (47) to improve the plasma membrane
regeneration efficacy during the freeze-thaw process of ram spermatozoa. Also, Liposomes
were used as cryoprotectant additives in several animal species including equine (48,49),
buffalo (50), ovine (51-53), porcine (54), and bovine (55) with reported improvement in fertility
after artificial insemination (56). Finally, it has been reported that liposomes with their contents
of phospholipids saturated and unsaturated fatty acids can fuse with the sperm plasma
membrane and abate the damage to spermatozoa caused by the freeze—thaw process (57, 58).
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Figure 3: Mean (£S.E.M) of curvilinear velocity (VCL), straight linear velocity (VSL), average
path velocity (VAP), after semen cryopreservation in the control group (Cntrl), free VitE, CHL,
(CD- Vit E- CHL), (PEG 6000-Vit E-CHL), and VitE loaded in liposome.
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4. Conclusion

To our knowledge, there is no work reported in relation to both solubility and stability of
vitamin E entrapped in liposomes in sperm cryopreservation media. This is why we aimed to
both investigate vitamin E release from lipid vesicles and to study the liposome preparation
stability (physical and chemical) in sperm cryopreservation media. In addition, the effectiveness

of vitamin E filled liposomes on sperm cryopreservation was investigated.

The carried out liposomal formulation of vitamin E using ethanol injection technique
presented stable particle size distribution during 12 months of storage at 4°C (around 99 nm)

with effective protection of vitamin E from degradation or alteration.

The dissolution of Vit E improved considerably in aqueous cryopreservation media to reach
99 % at 48 hours. The study of release kinetic showed that dissolution of vitamin E from

liposome was by Fickian diffusion.

Finally, vitamin E loaded in liposome was demonstrated to be effective in the

cryopreservation sperm process.

These findings demonstrated that liposome is an interesting and promising approach to
increase Vit E solubility and cell penetration into cryopreservation medium and enhancing

sperm protection in the cryopreservation process.
CONFLICT OF INTEREST
The authors declare no conflict of interest, financial or otherwise.

ACKNOWLEDGMENTS

The authors thank ‘Associated Laboratory in Marine Ecosystems and Aquaculture, Faculty of
Nature and Life Sciences’ and ‘Technology Pharmaceutical Laboratory, Department of
Processes Engineering, Faculty of Technology’ University of Bejaia and Bio pharmaceutics
Laboratory, UFR Medicine and Pharmacy, Rouen University’, for all the support provided. The
authorsthank Direction Générale de la Recherche Scientifique et Développement

Technologique, Algeria.

79



Etude expérimentale

Reference

1. Van Swaay D, Demello A, Lab Chip 13 (2013) 752-767.

2.Caddeo C, Pucci L, Gabriele M,Carbone C, Fernandez-Busquets X, Valenti D,

Pons R, Vassallo A, Fadda A.M, Manconi M, (2018) Int. J. Pharm538, 40-47.

3. Shimokawa N, Nagata M, Takagi, M Phys, (2015) Chem. Chem. Phys 17, 20882—20888.
4. Mathai J.C, Tristram-Nagle S, Nagle J.F, Zeidel M.L (2008), J. Gen. Physiol 131 ,69-76.
5. Dimova R, (2014) Adv. Colloid Interf. Sci. 208 , 225-234.

6. Makino K, Shibata A, (2006) Adv. Planar Lipid Bilayers Liposomes 4,49-77.

7. Przybylo M, Borowik T, Langner M, (2016) Liposomes Anal. Methodol ,345-383.

8. Bouvrais H, (2012) Adv. Planar Lipid Bilayers Liposomes 15,1-75.

9. Bangham A. D, Standish M. M, and Watkins J. C, (1965) J of Molecular Biology 13, 238—
252.

10 Krishna Muppidi, Andrew S. Pumerantz, JeffreyWang, and Guru Betageri , (2012) ISRN
Pharmaceutics, 8

11 Giuseppina Bozzuto and Agnese Molinari, (2015) .Int J Nanomedicine. 10, 975-999

12 Briuglia, Maria Lucia and Rotella, Chiara and McFarlane, Amber and Lamprou, Dimitrios
(2015). Drug Delivery and Translational Research, 2190-393X

13. Torchilin V.P, (2005) Nat Rev Drug Discov 4 ,145-160
14. Gregoriadis G, Swain C, Wills E, THE LANCET, (1974) 303,1313-1316.
15. Gregoriadis G, Florence A.T, (1993), Clin, Diagn Ophthalmic Potential Drugs 45, 15-28.

16 Swami D.S., Kumar P., Malik P.K., Saini M., Kumar D., Jan M.H, (2017) Anim. Reprod.
Sci. 177, 56-64.

17 Muhammet Rasit Ugur,Amal Saber Abdelrahman, Holly C. Evans, Alicia A.
Gilmore, Mustafa Hitit, Raden lis Arifiantini, Bambang Purwantara, Abdullah
Kaya, and Erdogan Memili, (2019) Front Vet Sci 6, 268.

18 Suvro Chatterjee, Claude Gagnon, (2001) Molecular reproduction and development 59,451-
458

19. Khellouf A, Benhenia K, Fatmi S, & Iguer-Ouada M, (2018). CryoLetters 39, 113-120.
20. Amokrane A, Kaidi R, & Iguer-Ouada M. (2020) CryoL etters 41, 19-25.

21. Taouzinet L, Fatmi S, Khellouf A, Skiba M, & Iguer-ouada M, (2020), Drug Delivery
Letters 10, 228-236.

22. Melissa Cutini, Carmine Bruno ,Antonio Mancini, Giancarlo Balercia, (2020) Male
Infertility 535-54

80


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ugur%20MR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saber%20Abdelrahman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20HC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilmore%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gilmore%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hitit%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Arifiantini%20RI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Purwantara%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kaya%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Memili%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31552277
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6736622/
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-030-32300-4
https://link.springer.com/book/10.1007/978-3-030-32300-4

Etude expérimentale

23. Ilhami Gulcin, (2020) Archives of Toxicology 94,651-715

24. Fatmi S, Bournine L, Iguer-Ouada M, Lahiani M, Bouchal F, Skiba M, (2015) Acta Pol
Pharm 72, 179-92.

25.Sebaaly C, Jraij,H.Fessi A, Charcosset C, Greige-Gerges H (2015), Food Chemistry 178,
52-62.

26. Martinez-Pastor F, Garcia-Macias V, Alvarez M, Chamorro C, Herraez P, de Paz P & Anel
L (2006) Theriogenology 65, 471-485.

27. Mortimer ST (2000) Journal of Andrology 21, 515-524.

28. Zhi-Lin Miao, Ying-Jie Deng, Hong-Yang Du, Xu-Bin Suo, Xiao-Yu Wang, Xiao Wang,
Li Wang, Li-Jie Cui and Na Duan, (2015) Experimental and Therapeutic Medicine 9, 941-946.

29. Xiaoming Xu Diane J. Burgess, (2011) Long Acting Injections and Implants 195-220.

30. Ana-Maria Ferndndez-Romero , Francesca Maestrelli, Paola Angela Mura, Antonio Maria
Rabasco, and Maria Luisa Gonzalez-Rodriguez, (2018),Pharmaceutics10, 256.

31. Xing H, Hwang K, Lu Y,( 2016), Theranostics 9, 1336-52.

32. Maria-Lucia Briuglia & Chiara Rotella &Amber McFarlane & Dimitrios A. Lamprou,
(2015) Drug Deliv. and Transl. Res 5, 231-242.

33. Jain A, Jain S.K, (2016) Chem. Phys. Lipids 201, 28—40.
34. Costa P.; Lobo J.M.S,(2001) Eur. J. Pharm. Scil3, 123-133.

35. Dhanasekaran S, Rameshthangam P, Venkatesan S, Singh S.K, Vijayan S.R, (2018) J.
Polym. Environ 26, 4095-4113.

36. Singh R.P, Gangadharappa H.V , Mruthunjaya K, (2018) European Eur. J. Pharm. Sci 122,
214-229.

37. Petrovi'c, S.; Ta'ci’c, A.; Savi'c, S.; Nikoli'c, V.; Nikoli'c, L.; Savi'c, S, (2017) Saudi
Pharm. J 25, 1194-1200.

38. Demel RA, De Kruyff B, (1976) BiochimBiophysActa 457, 109-132.

39. Papahadjopoulos D, Jacobson K, Nir S, Isac , (1973), BiochimBiophys 311,330-48.
40. Virden JW, Berg JC,(1992) Langmuir 8,1532-1537.

41. Liu DZ, Chen WY, Tasi LM, Yang SP, (2000) Colloids Surfaces172, 57-67.

42. Park SJ, Choi SG, Davaa E, Park JS,(2011) Int J Pharm 415, 267-272

43. Lee MK, Choi L, Kim MH, Kim CK, (1999) Int J Pharm 2 ,87-93.

44. Heurtault B, Saulnier P, Pech B, Proust JE, 2003, Benoit JP, Biomaterials 24,4283-4300.
45. Badens E, Magnan C, Charbit G, (2000) Biotechnol Bioeng 2, 194-204.

46. Belala R, Fatmi S, Kaidi R, Iguer-ouada M,(2016) RevueMéd. Vét 167, 22-27.

81



Etude expérimentale

47. Mehdipour M, Daghigh Kia H, Nazari M, Najafi A, (2017)Cryobiology 78, 34-40

48. Medina-Le6n A.Z, Dominguez-Mancera B, Cazalez-Penino N, Cervantes-Acosta P,
Jacome-Sosa E, Romero-Salas D, Barrientos-Morales M. (2019) Aust. J. Vet. Sci 51, 119—
123.

49. Pillet E, Labbe C, Batellier F, Duchamp G, Beaumal V, Anton M, Desherces S ,Schmitt
E, (2012) Theriogenology 77, 268—279.

50. Kumar P, Saini M, Kumar D, Balhara A.K, Yadav S.P, Singh P, Yadav P.S. (2015)
Anim. Reprod. Sci 159, 38-45.

51. Mortazavi S.-H, Eslami M, Farrokhi-Ardabili F, (2020) Anim. Reprod. Sci 219, 106533.

52. Mafolo K.S, Pilane C.M, Chitura T, Nedambale T.L,(2020) S. Afr. J. Anim. Sci 50, 389—
396.

53. Luna-Orozco J.R, Gonzalez-Ramos M.A, Calderon-Leyva G, Gaytan-Aleman L.R,
Arellano-Rodriguez F, Angel-Garcia O, Veliz-Deras F.G, (2019) Iran. J. Vet. Res 20, 126-130.

54. He L, Bailey J.L, Buhr M.M. (2001) Incorporating Lipids into Boar Sperm Decreases
Chilling Sensitivity but Not Capacitation Potentiall. Biol. Reprod., 64, 69-79.

55. Ropke T, Oldenhof H, Leiding C, Sieme H, Bollwein H,. Wolkers W.F, (2011)
Theriogenology 76 ,1465-1472.

56. Sullivan R, Saez F, (2013), Reproduction 146, R21-R35.
57. Kose G.T, Arica M.Y, Hasirci V, (1998) Drug Deliv. 5, 257-264.
58. Purdy P.H, Graham J.K, (2015) Protoc 1257, 337-342.

82



Discussion générale



Discussion générale

L’objectif de ce travail de recherche consiste a mettre au point un nouveau systéme de vecteur
encapsulant la vitamine E destinée a une application en cryobiologie, particulierement dans la
cryoconservation des spermatozoides. La vitamine E est un antioxydant qui peut étre utilisé
pour lutter contre les effets secondaires de la cryoconservation du sperme tel que le stress
oxydatif et le choc thermique. La vitamine E est connue par son caractére hydrophobe qui ne
lui permet pas d’atteindre une concentration efficace au niveau des cellules. L’encapsulation de
la vitamine E dans des vecteurs devrait donc permettre d’améliorer sa solubilité et méme son

efficacité thérapeutique.

1. Optimisation de la solution liposomiale chargée en vitamine E

La préparation de liposome avec un taux d’encapsulation relativement élevée et une taille
définie est un objectif important pour la poursuite du développement des liposomes en tant que
systémes de vectorisation.

Dans notre étude, la formulation des préparations liposomiales chargées en VitE a été optimisee
en utilisant un plan factoriel complet, en considérant les quantités de cholestérol et de
phospholipides comme facteurs et la taille des liposomes ainsi que le taux d’encapsulation
comme réponses. C’est ainsi, que nous avons obtenu la matrice d’expérience a 12 essais
(Tableau 1).
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Tableau 1: Matrice d’essai.

Essai Phaspholipids (mg/ml) Cholestérol (mg/ml)
1 10,00 1,50
2 50,00 1,50
3 10,00 5,75
4 30,00 5,75
5 10,00 10,00
6 30,00 10,00
[ 50,00 10,00
8 30,00 5,75
9 30,00 5,75
1 30,00 1,50
12 50,00 5,75

Les résultats obtenus montrent que le taux d’encapsulation de la vitamine E dépend de la
composition des lipides, des phospholipides et de la quantité du cholestérol. De plus, les
exigences de la stabilité mécanique et de rigidité des liposomes ont été remplies en ajoutant du
cholestérol. (Deux tests (11 et 12) ont été exclus a cause des valeurs incohérentes avec les autres
résultats, la suppression des tests n’a pas influencé la prédiction et ’optimisation).

Cependant, l'analyse des effets des facteurs renforce les résultats du polynéme factoriel (partie
expérimentalel). Ceci est en accord avec I'observation de Baillie et al, qui ont rapporté qu'une
quantité élevée de cholestérol diminue I'efficacité de la charge (ou de I’encapsulation) (Baillie
et al ,1985). Ce résultat peut étre expliqué par le fait que la VitE a besoin d'espace au niveau de
la bicouche des liposomes qui sera amoindrie par la présence excessive de cholestérol. De
méme, le cholestérol diminue la fluidité ou la micro-viscosité des bicouches en occupant les
espaces vides des phospholipides (partie amphiphile), les ancrant plus fortement dans la
structure (Monteiro et al, 2014).
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Figurel: Les facteurs influencent le taux d'encapsulation.
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Figure 2: Les facteurs influencent la taille des liposomes.

En effet, l'analyse statistique et I'analyse des effets des facteurs ont démontré un effet positif
des phospholipides sur la taille des liposomes, ce qui pourrait s'expliquer par le fait que les
phospholipides sont les composants de base des liposomes (Akbarzadeh et al, 2013 ; Li et al
,2015). En revanche, le cholestérol a présenté un effet négatif sur la taille des liposomes (figure
1 et 2), cet effet négatif pourrait étre lié a lI'augmentation de la rigidité de la membrane des

liposomes, formant ainsi des liposomes plus grands (Patel et al ,2009). Nos résultats sont en
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accord avec ceux rapportés dans la littérature, en effet, Princely et Dhanaraju ont rapporté que
la présence de molécules lipidiques en grande quantité induit la formation de vésicules de plus
grande taille (Princely and Dhanaraju ,2018).

Ainsi, la méthodologie des plans d’expériences a travers le plan factoriel complet, nous a permis

de:

- Modeliser I'impact des facteurs choisis sur le taux d’encapsulation et la taille des

liposomes de vitamine E

Eq 1: Taux d’encapsulation = 36.8338 — 21.0544 phospholipid -10.2564 cholesterol —
0.255975 phospholipid*cholesterol — 1.23604 phospholipid? + 15.0527 cholesterol?

Eq 2: Taille des liposome= 45518.6 + 19390.6 phospholipids — 8256.05 cholesterol — 4605
phospholipid*cholesterol -11240.8 phospholipid? - 22068.3 cholesterol?

- Tracer les courbes iso-réponses qui serviront a déterminer des zones de formulation

conformes a nos attentes et besoins.

- Détermination des conditions opératoires optimales pour la préparation de liposomes de

vitamine E :

Tableau 2: Conditions optimales.

Valeurs optimal

Taux d’encapsulation (%)

78.47 +0.9%

Taille des liposomes (nm)

99.86 + 0.8%
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Figure 4: courbe iso-réponse de la taille des liposomes.

Vue la composition complexe du milieu de conservation spermatique, un développement et
validation d’une méthode de dosage simultanée de la vitamine E et cholestérol par HPLC a été
mis en ceuvre, selon les critéres des ICH (ICH,2005). La méthode HPLC a été développee et
validée pour le dosage de lalpha-tocophérol et du cholestérol dans les milieux de
cryoconservation. Une séparation chromatographique a été effectuée sur un systéme
isocratique, en utilisant une colonne C-18. La phase mobile était composée d'un mélange de

méthanol: acétonitrile: eau 68:28:4 (v/v/v), avec un débit de 1,5 ml/min et 20 pL volume
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d'injection, & une longueur d'onde de 208 nm. La méthode a été validée selon les directives de
la Conférence internationale sur I'harmonisation. La mise au point d’une méthode de dosage
analytique simultané par HPLC de la Vit E et du CHL et validé de maniére satisfaisante pour
les différents paramétres : exactitude, fidélité, linéarité et spécificité selon les lignes directrices
de la ICH. Cette méthode est simple et rapide, fait preuve d'une grande précision et d'une grande
exactitude, et offre I’avantage du dosage simultané de la vitamine E et du cholestérol, (seul,
complexés, ou chargés dans les liposomes), dans le milieu de la cryoconservation spermatiques.
En outre, cette étude offre une excellente alternative aux méthodes classiques existantes pour
la détermination de la Vit E et du CHL.

2. Etude physico-chimique du systéme liposomiale de vitamine E

La vitamine E est quantitativement le principal antioxydant liposoluble dans les tissus et le sang.
Elle fait partie des systéemes de défense non enzymatiques, qui protégent les phospholipides
membranaires des réactions en chaine de peroxidation «stress oxydatif» (Cutini et al, 2020).
Elle inactive les formes réactives de 1’oxygéne par captation d’électrons non appariés (Gulcin,
2020). Aujourd’hui, la plupart des milieux de congélation contiennent des antioxydants (Swami
et al ,2017 ; Ugur et al ,2019 ; Amokrane et al ,2020). Toutefois, en raison de leur faible
solubilité dans I’cau et leur sensibilité a la lumiere et I’oxydation limitant leur application, il
nous ait apparu comme solution intéressante : la formulation de systeme d’encapsulation.

Apres avoir trouvé les conditions optimales de préparation de la formulation liposomiale
de VitE, (méthode simple, rapide, reproductible, peu colteuse et transposable a grande échelle
(Jaafar-Maalej et al,2010)). Une microscopie électronique a balayage (M.E.B) a été réalisée.
Les micro-images obtenus sont présentés en figure 5. Les images de M.E.B obtenues pour les
liposomes témoins constitués de Phospholipon 90H montrent la présence des veésicules
sphériques, unilamellaires, et de taille nanométrique, ces observations rejoignent ceux obtenus
lors de la mesure de la taille par la granulométrie laser (DLS). D’un point de vue
morphologique, il n’y a une Iégere différence entre les liposomes placébos (sans principe actif)
et ceux contenant de la vitamine E. Cela est probablement di a la présence de la vitamine E

insérée dans la bicouche lipidique du liposome, modifiant ainsi sa morphologie.
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-Liposome-VitE-
Figure 5: Micro-mage MEB des matieres premieres (Phospholipide 90H, VitE,CHL), liposome
placebo et la solution liposomiale optimale.

Une étude cinétique de libération de la vitamine E piégée dans les liposomes a été
réalisée avec la méethode de dialyse. (Partie expérimentale 3). La composition lipidique de la
bicouche des liposomes est connue pour étre un facteur clé de sa permeéabilité. Le profil de
libération de la vitamine E liposomiale dans le milieu de cryoconservation est présenté dans la
Figure 6.

La vitamine E seule présente une dissolution limitée (aucune solubilité dans le milieu de
cryoconservation). La formulation Vit E/liposome présente un profil de libération bi phasique.
Dans la premiére partie, une libération rapide de la vitamine E a été obtenue, se stabilisant au
cours du temps (pendant 24 heures) a environ 19 %. Cela peut étre di a la libération du
médicament libre et du meédicament adsorbé a la surface du liposome (par une faible force de
liaison), c'est ce qu'on appelle l'effet d’éclatement (Miao et al, 2015) . Miao et al ont rapporté
dans leur étude ‘preparation of a liposomal delivery system and its in vitro release of rapamycin’
que la libération de la rapamycin encapsuler dans des liposomes est discret par deux phases une
due a I’effet burst (présence de principe actif sur la surface du liposome) (Miao et al, 2015).
Dans la deuxiéme partie, la dissolution de la Vit E s'est considérablement améliorée pour

atteindre 99% a 48 heures, ceci est probablement di au piégeage de la Vit E dans la bicouche
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liposomiale et a sa libération par diffusion a I'extérieur du liposome d'abord, puis a I'extérieur
du sac de dialyse. En effet, dans la littérature plusieurs travaux font référence a la libération
contrélée de médicaments par piégeage dans les liposomes (Xu and Burgess, 2011 ; Fernandez-
Romero et al ,2019). Xing et al. (2016) dans son ouvrage Recent Developments of Liposomes
as Nanocarriers for Theranostic Applications ont également décrit ce phénoméne (Xing et
al,2016). De plus, la rigidité de la membrane due a la présence de cholestérol a sirement
participé au ralentissement de la libération de la Vit E (Briuglia et al,2015).

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Taux de liberation (%)

0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Temps (min) ) )
liposome- VitE

Figure 6: Cinétique de libération de la vit E liposomiale.

De plus, la cinétique de libération du médicament a été etudiée. De nombreux modeles existent
pour déecrire la libération des médicaments, certains d'entre eux peuvent étre appliqués aux
nano-formulations, tels que Korsmeyer-Peppas et Higuchi, etc (Jain et al,2016 ; Costa et al
;2001). Dans notre cas, quatre modeles d'ajustement différents ont été étudiés : le modele de
Korsmeyer-Peppas, le modele de Higuchi, le modéle cinétique de premier ordre et l'ordre zéro.
D'aprés les valeurs R? présentées dans le tableau 1, on peut déduire que le modéle de
Korsmeyer-Peppas était le plus précis. La littérature montre bien que ce modele est trés indiqué
pour le relargage a partir des nanoparticules (Dhanasekaran et al,2018 ; Singh et al ,2018 ;
Petrovi'c et al ,2017). De plus, les parametres cinétiques correspondant a ce modéle ont été

extraits, notamment la constante de vitesse de libération (K) et I'exposant de libération (n). Les
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valeurs de n qui ont été obtenus correspondent a un comportement de diffusion Fickien. Ce
résultat confirme que la libération de la vit E a travers la bicouche et le sac de dialyse suit une
libération par diffusion, favorisée par le gradient de concentration.

En dernier, 11 est nécessaire d’étudier la stabilité des liposomes contenant 1a vitamine E
a long terme. La stabilité des liposomes témoins et contenant la vitamine E préparés par la
méthode d’injection éthanolique a été étudiée en déterminant la taille et [I'efficacité
d'encapsulation de la vitamine E aprés 12 mois de stockage a 4 °C.
Les liposomes témoins sont restés stables et ont conservé leur taille seulement pendant 1 mois.
Tandis que les liposomes conserveés a 4 °C sont restés stables (taille et taux d’encapsulation non
changée) durant 12 mois. Ceci montre que le piégeage par liposomes protége la vitamine E
durant leur stockage, et que la formulation optimale mise en ceuvre est une alternative méme a
I’échelle industrielle (stabilité de la préparation).
D’apres la littérature, les phospholipides saturés rendent la bicouche plus dense et plus rigide
avec une faible possibilité de formation de pores au niveau de la membrane. Cela réduit la fuite
du principe actif contenu dans les liposomes, limite la fusion liposomiale et par conséquent
augmente la stabilité des liposomes (Papahadjopoulos et al, 1973 ; Demel and Kruyff, 1976 ;
Virden et al ,1992 ; Liu et al, 2000 ).
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Figure 7: Stabilité physique et chimique du liposome —Vit E a 4 °C et a tempeérature ambiante.

3. Efficacité du systéeme liposomiale chargé en vitamine E dans la cryoconservation
spermatique

L’addition des antioxydants tels que la vitamine E dans les milieux d’incubation ou de
conservation protége significativement les spermatozoides de la fragmentation de I’ADN, de la
peroxydation lipidique et de la perte de motilité .
Afin d'étudier I'impact des liposomes de VitE durant la cryoconservation spermatique, la
motilité apreés cryoconservation du sperme a €té évaluée (avec et sans solution liposomiale). Les
traitements a base des complexes d’inclusion VitE /Cyclodextrine, CHL/Cyclodextrine et
dispersions solides PEG 6000/VitE, PEG 6000/CHL, se sont avéres efficaces sur les paramétres
de la motilité du sperme aprés cryoconservation. En effet, plusieurs études avaient déja relevé
I’effet  cryoprotecteur des complexes de cyclodextrines/vitamine E et de
cyclodextrines/cholestérol et/ou des dispersions solides des deux principes actifs dans le
PEG6000 chez différentes especes animales (khellouf et al, 2018 ; Amokran et al , 2020 ). Cela
dit, comme on peut le voir sur la figure 6, l'effet le plus significatif sur la motilité spermatique

a été retrouve lors de ’utilisation de la formulation liposomiale de vitamine E optimale.
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Figure 8: Effets des différents traitements sur les parametres de mobilité spermatiques.
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Cela est probablement dd a I’effet synergique et simultané de la VitE et du CHL (protégeés et a
solubilité augmentée) contre la peroxydation et le choc thermique des cellules spermatiques.
Cet effet simultané est en accord avec les résultats de Khellouf et al, qui ont rapporté qu'une
protection maximale du sperme bovin est obtenue lors de I’association des complexes vitamine
E /Cyclodextrine et cholestérol/Cyclodextrine (khellouf et al ,2018). De plus, la littérature
dénote que la structure des liposomes (présence de lécithine) sans aucune molécule active peut
protéger les spermatozoides contre I'oxydation (Ledn et al ,2019 ; Kose et al ,1998 ; Purdy and

Graham ,2015).
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Conclusion et perspectives

L’objectif de ce travail de recherche consiste a mettre au point un systéme de vecteur
encapsulant la vitamine E (seule ou encapsulée) destinée a la supplémentation de milieu de
conservation spermatique. La vitamine E étant un antioxydant qui peut étre utilisé pour lutter
contre les effets du stress oxydatif en particulier celui observé au niveau des cellules
spermatiques lors de la cryoconservation. Dans cette these, notre choix c’est porté sur un
systeme de vectorisation innovant : Le liposome, offrant ainsi un double intérét a savoir

I’amélioration de la solubilité et de la stabilité de la vitamine E.

La premiére partie de notre travail a porté sur la formulation et I’optimisation des
liposomes par la méthode d’injection d’éthanol. Les résultats ont montré que le cholestérol est
essentiel pour assurer la formation des liposomes. Par ailleurs, la taille des liposomes augmente

avec I’augmentation de la concentration en phospholipides.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons démontré I’intérét de la solution
liposomiale chargée en vitamine E. En effet, L’étude de cinétique de libération des liposomes
a montrée une amelioration significative de la solubilité de la vitamine E atteignant les 99%
aprés 48H. De plus, les mémes solutions liposomiales, ont montré une stabilité physique et
chimique s’étalant sur 12 mois, résultat trés intéressant dans 1’optique d’une transposition a

I’échelle industrielle.

Dans notre étude, nous avons choisi de démonter I’efficacité de notre systéme innovant
(solution liposomiale optimale) a 1’aide d’un test de motilité spermatique apres
cryoconservation (sur sperme animal). Les résultats obtenus montrent une meilleure viabilité et
vitesse de déplacement du sperme réfrigeré a 4 °C durant 48H dans un milieu contenant nos
solutions liposomiales. Cela s’explique par la présence simultanée de la vitamine E et du

Cholestérol et leur solubilisation et stabilisation accentuée.
En guise de perspective, il serait intéressant dans des futurs travaux :

- De connaitre la charge (potentiel zéta) et I’indice de disparité du systéeme liposome chargé en

vitamine E.

- D’étudier I’influence des phospholipides sur la efficacité et stabilité de nos liposomes, on
variant la nature des phospholipides ou faire des combinaisons entre les différents

phospholipides.
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- Afin d’améliorer la solubilité de la vitamine E et de contrdler sa libération dans le milieu de
conservation spermatique, une association entre les systémes d’encapsulation conventionnelle

est envisageable (drug in cyclodextrine in liposome et les liposomes furtifs).

- La détermination de la nature de I’interaction entre le liposome et la cellule spermatique
pourraient étre envisageée afin de Vérifier I’efficacité thérapeutique des préparations dans le

traitement du stress oxydatif au niveau de la cellule spermatique.
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Résumé

La vitamine E est un agent antioxydant liposoluble dont la principale activité biologique dans
les membranes cellulaires est d'interrompre les réactions de peroxydation des lipides.
Cependant, sa faible solubilité et son instabilité en milieux physiologiques ont limité son plein
essor. L’objectif de ce travail de recherche consiste a mettre au point un nouveau systéme de
vecteur (liposomes) encapsulant la vitamine E destinee & améliorer la cryoconservation des
spermatozoides. La préparation des liposomes a été effectuée par la méthode d’injection
d’éthanol. Les conditions opératoires optimales ont été déterminées par la méthodologie des
plans d’expériences. Les résultats ont démontré que le cholestérol est essentiel pour assurer la
formation des liposomes. Il a été aussi trouvé que la taille des liposomes augmente avec
I’augmentation de la concentration en phospholipides. Les solutions liposomiales, préparées
dans les conditions optimales, ont montré une stabilité physique et chimique trés intéressante
durant 12 mois a 4 °C. De méme, 1‘efficacité des solutions liposomiales évaluée sur du sperme
conservé a été tres satisfaisante. Cela s’explique par la présence simultanée de la vitamine E et
du Cholestérol. De plus, I’étude effectuée montre que la solution liposomials a le meilleur effet
en termes de protection spermatique lors de la cryoconservation.

Abstract

Vitamin E is a fat-soluble antioxidant whose main biological activity in cell membranes is to
interrupt lipid peroxidation reactions. However, its low solubility and its instability in
physiological environments have limited its full development. The objective of this research
work is to develop a new vector system (liposomes) encapsulating vitamin E to improve the
spermatozoa cryopreservation. Liposomes preparation was carried out by ethanol injection
method. The optimal operating conditions were determined by experiments design
methodology. Results demonstrated that cholesterol is essential for liposomes formation. It was
also found that the liposomes size increased with the phospholipids concentration increase.
Liposomal solutions, prepared under optimal conditions, showed very interesting physical and
chemical stability for 12 months at 4 ° C. Likewise, liposomal solutions efficacy evaluated on
preserved sperm was very satisfactory. This is explained by simultaneous presence of vitamin
E and cholesterol. In addition, the study carried out shows that the liposomal solution has the
best effect in terms of sperm protection during cryopreservation.

oadlall

dadalia 3 LAY diel 8 awi )l oo ol sl Ledalis Jiaty )5 o saall 8 ()l sl AL 510SY) Clalias aal sa () (pali
JalSlh o skl (e 38 ] gaadl) il (8 0l i) axe 5 (ol sall 48 Galaas) ol @lld pay gl 2uS 5y GOl
Ll A siall Sl sl Bada el () Cpalid il (eandl) Claguall) diaa JU s 5kl g8 Casall 138 (ge Caagl)
il & pedal o latl apenal Lngia JDIA (e el Jeil) Cogpla a3 J Y (s Ayl Apen Sl Claguall juiani
Ao s sl (ysaall S 53800 ) e ol Apendil) Clapaall aaa of a5 WS Lpanil) Cllapual) ¢ 5S35 )5 nn J s il 5SU
A sie a3 4 die e 12 el alaia D | e Uil 5 UGl 38 ULE (Allie gyl Jla 85 jumaal) cignall Jllaall ¢yl
Oal iall e gll ODA e Gl pudys AL siaal) Ay siall Ul gal) e Leas o5 3 Agaall Jlladd) dlled calS (il
Alea G (g il Jemdl Al inall Jlaall o a5l sa) o ) Al ) cpeldal eclld ) A8y () el Jg e SV 5

2l Jadall U 3G gl ) gaal)



	Combinaison.pdf
	Combinaison.pdf
	0 page de garde Doctorat LMD.pdf
	1 CITATION.pdf
	2 Dédicace.pdf
	3 Remerciements.pdf
	4 INTER Sommaire.docx.pdf
	5 Sommaire.pdf
	6 Liste des figures.pdf
	7 Liste des tableaux.pdf
	8 Liste d'abréviation.pdf
	9 INTER Introduction générale.pdf
	10 Introduction générale finale.pdf
	11 INTER Etude bibliographique.pdf
	12 Etude  bibliolographique corrigé.pdf
	13 INTER Etude Experementale.pdf
	14 Etude expérimentale .pdf
	15 INTER discussion générale.pdf
	16 Discussion génerale.pdf
	17 INTER Conclusion et persperctives.pdf
	18 conclusion et perspectives finale.pdf
	19 INTER ANNEXES.pdf
	20 ANNEXES.pdf
	21Résumé these.pdf

	49 TaouzinET  PERSPECTIVE.pdf

	55 validation HPLC VIT E et CHL 2020.pdf
	Development and validation of HPLC method for simultaneous quantification of alpha-tocopherol (free or encapsulated) and ch...
	1  INTRODUCTION
	2  EXPERIMENTAL
	2.1  Chemicals and reagents
	2.2  Equipment and chromatographic conditions
	2.3  Standard preparation
	2.4  Sample preparation
	2.5  Method validation

	3  RESULTS AND DISCUSSION
	3.1  Method validation
	3.1.1  Specificity
	3.1.2  Linearity, accuracy, and precision
	3.1.3  Detection and quantitation limits


	4  CONCLUSION
	ACKNOWLEDGMENTS
	  CONFLICT OF INTEREST
	REFERENCES


	61 articlePDF.pdf

