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RESUM 

 

La criopreservació espermàtica és una tècnica integrada en la biotecnologia reproductiva 
animal que permet la conservació dels gàmetes masculins a baixes temperatures, 
concretament a -196ºC, durant llargs períodes de temps a fi de mantenir-ne la seva 
capacitat fecundant. La tècnica és usada en diferents espècies animals amb diverses 
finalitats, entre elles les reproductives, les de preservació del material genètic, les de 
facilitar el comerç internacional, etc. La metodologia del treball ha consistit en una revisió 
bibliogràfica realitzada en diverses bases de dades mitjançant la introducció de paraules 
clau per tal de cercar diferents publicacions: tesis doctorals, articles científics, articles de 
revisió, tots ells relacionats amb la criopreservació espermàtica. En aquest treball s’ha 
utilitzat com a model l’espermatozoide porcí, el qual presenta una major susceptibilitat a 
la criopreservació degut a l’alt contingut d’àcids grassos poliinsaturats i a la baixa 
presència de colesterol en la seva membrana plasmàtica. Des del 2006 i fins a l’actualitat, 
en el sector porcí la utilització de semen criopreservat per a la pràctica de la inseminació 
artificial (IA) tant sols representa l’1% del total de les inseminacions realitzades, aquest fet 
es deu a que la taxa de fertilitat i de prolificitat utilitzant semen congelat és molt menor al 
que s’obté a l’utilitzar semen fresc refrigerat; amb diferències del 20-30% en la taxa de 
fertilitat i de 2-3 garrins menys per ventrada. En els últims anys, s’han realitzat diversos 
estudis per tal d’optimitzar el protocol de criopreservació del semen d’aquesta espècie 
amb la finalitat de millorar la supervivència espermàtica i la capacitat fecundant dels 
espermatozoides descongelats. En aquest treball s’han revisat algunes de les millores del 
protocol de la criopreservació fins al moment assajades com són: modificacions de la 
pròpia tècnica i l’addició de colesterol, antioxidants o plasma seminal als medis de 
congelació. Malgrat les millores aconseguides al llarg dels anys, cal continuar assajant 
amb noves substàncies i/o diferents concentracions de les substàncies estudiades fins al 
moment, per tal d’optimitzar i rendibilitzar la tècnica de criopreservació espermàtica en 
porcí perquè sigui d’interès dins del sector. 

 

 

 

 

 

 

 



     

Facultat de Ciències                             Memòria del Treball Final de Grau 

RESUMEN 

3 

La criopreservación espermática es una técnica integrada en la biotecnología 
reproductiva animal que permite la conservación de los gametos masculinos a bajas 
temperaturas, concretamente a -196ºC, durante largos periodos de tiempo con el fin de 
mantener su capacidad fecundante. La técnica se usa en distintas especies animales con 
diversas finalidades, entre ellas las reproductivas, las de preservación del material 
genético, las de facilitar el comercio internacional, etc. La metodología del trabajo ha 
consistido en una revisión bibliográfica realizada en varias bases de datos mediante la 
introducción de palabras clave para buscar distintas publicaciones: tesis doctorales, 
artículos científicos, artículos de revisión, todos ellos relacionados con la criopreservación 
espermática. En este trabajo se ha utilizado como modelo el espermatozoide porcino, el 
cual presenta una mayor susceptibilidad a la criopreservación debido al alto contenido de 
ácidos grasos poliinsaturados y la baja presencia de colesterol en su membrana 
plasmática. Desde 2006 y hasta la actualidad, en el sector porcino la utilización de semen 
criopreservado para la práctica de la inseminación artificial (IA) tan solo representa el 1% 
del total de las inseminaciones realizadas, este hecho se debe a que la tasa de fertilidad 
y de prolificidad utilizando semen congelado es mucho menor al que se obtiene al usar 
semen fresco refrigerado; con diferencias del 20-30% en la tasa de fertilidad y de 2-3 
lechones menos por camada. En los últimos años, se han realizado diversos estudios 
para optimizar el protocolo de criopreservación del semen de esta especie con el fin de 
mejorar la supervivencia espermática y la capacidad fecundante de los espermatozoides 
descongelados. En este trabajo se han revisado algunas de las mejoras del protocolo de 
la criopreservación hasta el momento ensayadas como son: modificaciones de la propia 
técnica y la adición de colesterol, antioxidantes o plasma seminal a los medios de 
congelación. A pesar de las mejoras conseguidas a lo largo de los años, hay que 
continuar ensayando con nuevas sustancias y/o diferentes concentraciones de las 
sustancias estudiadas hasta el momento, con el fin de optimizar y rentabilizar la técnica 
de criopreservación espermática en porcino para que sea de interés dentro del sector.  
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ABSTRACT 
 

Sperm cryopreservation is a technique integrated in the animal reproductive 
biotechnology that allows the preservation of male gametes at low temperatures, 
particularly at -196ºC, for long periods of time in order to maintain their fertilizing capacity. 
The technique is used in different animal species for various purposes, including the 
reproductive, the preservation of genetic material, the easier international trade, etc. The 
work methodology has consisted of a literature review conducted in several databases by 
entering keywords to search for different publications such as theses, scientific articles, 
review articles, all related to sperm cryopreservation. In this work has been used as a 
model the boar sperm, which presents a greater susceptibility to cryopreservation due to 
the high content of polyunsaturated fatty acids and the low cholesterol presence in its 
membrane. From 2006 until today, the use of boar semen cryopreserved for the practice 
of artificial insemination (AI) represents only 1% of the inseminations carried out, this is 
due to the fertility rate and litter size using frozen semen is much lower than that obtained 
when using fresh cooled semen; with a 20-30% of difference in the fertility rate and 2-3 
piglets less per litter. In recent years, several studies have been conducted to optimize the 
protocol for cryopreservation of semen of this species in order to improve sperm survival 
and the fertilizing capacity of sperm thawed. In this work has been reviewed some of the 
improvements to the cryopreservation protocol tested until now as: modifications of the 
technique itself and adding cholesterol, antioxidants or seminal plasma in freezing 
extenders. Despite the improvements achieved over the years, it is necessary to continue 
testing with new substances and   different concentrations of the substances studied so 
far, in order to optimize and monetize the technique of cryopreservation of boar sperm to 
be of interest within in the sector. 
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1. INTRODUCCIÓ 

1.1.  Estratègies de preservació cel·lular 

La preservació de les cèl·lules vives, i per tant dels espermatozoides, pot consistir en la 
refrigeració (emmagatzematge en fase líquida) o en la congelació (eliminació de l’aigua 
intracel·lular). La principal diferència en l’aplicabilitat d’entre els dos mètodes és la durada de 
la preservació; en el cas de la refrigeració pot arribar a ser de fins a 10-12 dies, mentre que 
en la congelació el període de temps és molt més llarg, en principi indefinit (Cerolini et al., 
2001; Hernández et al., 2006a; Casas, 2010). Existeixen dues tècniques de congelació: la 
criopreservació (congelació en equilibri amb el gel) o la vitrificació (congelació sense gel) 
(Solé et al., 2008; Casas, 2010). La utilització d’una o d’una altra depèn fonamentalment del 
tipus de cèl·lula i de l’objectiu que es pretén assolir.  
 

 
1.2.  Criopreservació espermàtica 

 

El terme criopreservació espermàtica fa referència al mètode de conservació o preservació, 
teòricament indefinida, de la funcionalitat dels gàmetes masculins mitjançant la disminució 
gradual de temperatura fins arribar a ser emmagatzemat a -196ºC en nitrogen líquid (N2L), 
impedint així, que les seves reaccions metabòliques es puguin dur a terme. Tot i aconseguir 
el manteniment de les cèl·lules espermàtiques per llargs períodes de temps, la viabilitat i la 
mobilitat dels espermatozoides es pot veure afectada negativament degut als canvis 
bioquímics i estructurals que tenen lloc durant el descens de la temperatura i també durant 
el retorn a la normotèrmia (Solé et al., 2008). 
 
 
1.3. Alteracions de l’espermatozoide durant la crioprese rvació 
 

Durant els processos de congelació i descongelació es produeixen a les cèl·lules una sèrie 
d’alteracions fisicoquímiques que poden alterar, i de fet alteren, la seva viabilitat i per tant la 
seva funcionalitat.  
 
Degut al descens dràstic de temperatura que té lloc durant la congelació, els 
espermatozoides experimenten un fenomen anomenat xoc tèrmic. Les membranes 
d’aquests estan formades per una bicapa de lípids juntament amb complexos proteics; a 
l’aplicar un descens de la temperatura, es produeix un canvi de fase en el qual els lípids que 
en condicions normals es troben en estat fluid, experimenten una transició cap a la fase 
líquida cristal·lina i, posteriorment, a la fase de gel (Parks i Lynch, 1992; Drobnis et al., 1993; 
Palma, 2001). En aquesta fase gelificada els lípids de la mateixa família es van agrupant 
formant agregats lipídics que no s’integren adequadament amb les proteïnes associades, 
generant així, que els agregats lipídics es converteixin en àrees més vulnerables a la ruptura 
dels lípids i més permeables als ions (Palma, 2001; Tomás, 2007). A més a més, l’augment 
de la permeabilitat de l’entrada de ions, principalment de calci, i la pèrdua de funcionalitat de 
les proteïnes de membrana associades als lípids com les que formen els canals de calci, 
acaben generant una mala regulació del calci, i per tant, la mala funcionalitat cel·lular 
(Palma, 2001).  
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En el cas de l’espermatozoide de porcí, la baixa proporció de colesterol : fosfolípids que 
presenta la seva membrana juntament amb l’elevat contingut d’àcids grassos insaturats que 
hi són presents, faciliten la transició dels lípids a la fase gelificada contribuint a la 
desestabilització d’aquests (Casas, 2010). Per tal de contrarestar els efectes negatius 
provocats pel xoc tèrmic, s’addicionen crioprotectors als diluents de congelació que aporten  
fosfolípids mitjançant el rovell d’ou (Palma, 2001; Casas, 2010).  
 
Els crioprotectors es poden classificar en penetrants i no penetrants segons si tenen o no 
capacitat de travessar la membrana cel·lular. Els penetrants són aquelles molècules de baix 
pes molecular que poden travessar la membrana i entrar dins les cèl·lules per tal de 
desplaçar l’aigua intracel·lular, evitant així, la formació de cristalls de gel intracel·lulars. 
Alguns dels crioprotectors que pertanyen a aquest grup són el glicerol (el més usat), 
metanol, dimetilsulfòxid (DMSO), l’etilenglicol, entre d’altres (Solé et al., 2008). Els no 
penetrants són molècules d’alt pes molecular que actuen envoltant la membrana plasmàtica, 
de manera que augmenten la pressió osmòtica a l’espai extracel·lular induint la ràpida 
deshidratació dels espermatozoides i, per tant, la baixa formació de cristalls de gel 
intracel·lulars (Solé et al., 2008; Campos et al., 2012). En aquest grup s’inclouen els sucres 
com la lactosa de la llet descremada, les lipoproteïnes del rovell d’ou (el més usat) i 
proteïnes d’alt pes molecular (Campos et al., 2012). Existeix una hipòtesi dels danys 
provocats per la congelació anomenada “la Hipòtesi dels dos Factors” postulada al 1972 
(Mazur et al.,1972). Aquesta hipòtesi exposa que en taxes de refredament massa elevades, 
l’aigua que forma part de la cèl·lula no té temps de sortir i acaba formant gel intracel·lular 
que provoca la degradació dels orgànuls cel·lulars. En taxes de refredament massa lentes, 
l’aigua de la cèl·lula surt sense generar gel intracel·lular però a vegades, la cèl·lula és 
deshidratada i exposada durant massa temps als canvis de pH i als efectes de toxicitat del 
crioprotector, alterant així, la integritat de la membrana i les funcions cel·lulars. Per tant, la 
taxa de refredament òptima és aquella que impedeix la formació de gel intracel·lular i que 
minimitza la deshidratació (Casas, 2010) (Figura 1). 
 

 
Figura 1. Esdeveniments que es poden produir durant la  

congelació de les cèl·lules (Dayong i Critser, 2000). 

   
En condicions in vivo, els espermatozoides es troben en el plasma seminal protegits dels 
danys oxidatius (Estrada, 2014). Durant la criopreservació s’allibera una excessiva quantitat 
de ROS (espècies reactives d’oxigen) que provoca l’anomenat estrès oxidatiu, causant de la 
peroxidació lipídica (Bilodeau et al., 2000). Aquesta peroxidació és una degradació oxidativa 
dels lípids que formen les membranes lipídiques i, conseqüentment, es produeix una 
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afectació de la viabilitat dels espermatozoides. La peroxidació lipídica es dóna sobretot a la 
peça intermèdia de l’espermatozoide, fet que explicaria la disminució de la mobilitat 
espermàtica post-descongelació (Brouwers et al., 2005).  
 
  
1.4.  L’espermatozoide porcí  

 
 

En el producte de l’ejaculació de Sus domesticus es pot trobar de mitjana entre el 80-95% 
d’espermatozoides madurs (morfològicament normals) i amb capacitat fecundant (Bonet et 
al., 2000). 
 
L’espermatozoide és la cèl·lula sexual masculina o gàmeta altament especialitzada en la 
funció de fecundar. Un espermatozoide madur de Sus domesticus presenta una longitud 
total d’uns 45.1 µm (Bonet et al., 2000) i s’hi poden distingir tres parts: el cap (7 µm), la peça 
de connexió o coll (0.7 µm) i la cua (37.4 µm) on s’hi poden diferenciar tres regions: la peça 
intermèdia (9 µm), la peça principal (26.2 µm) i la peça terminal (2.2 µm) (Bonet et al., 2000) 
(Figura 2a i 2b).  
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
         

               
  Figura 2a. Representació esquemàtica de  
    l’espermatozoide porcí (modificat de Gadella et al., 2008).                    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 2b. Imatge d’un espermatozoide porcí 
obtinguda a partir de microscòpia de contrast  

de fases a 1000X (de Mercado, 2011) 
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1.4.1. Composició de la membrana plasmàtica 
 

Les tres parts que formen l’espermatozoide, anteriorment esmentades, es troben limitades 
per una estructura lipoproteica en forma de bicapa anomenada plasmalemma o membrana 
plasmàtica (Bachmann, 1978; Bonet et al., 2000; Estrada, 2014).  
 
La composició de la membrana plasmàtica està formada per una gran varietat de lípids, 
formant així, una heterogeneïtat lipídica que participa en el manteniment de l’estructura de la 
bicapa (Estrada, 2014). A més a més, també formen part de la composició de la membrana 
les proteïnes unides no covalentment i els glúcids units covalentment als lípids o proteïnes, 
formant així, una estructura dinàmica per la qual s’hi poden desplaçar la majoria dels 
components que formen part de la membrana (de Mercado, 2011; Estrada, 2014) (Figura 3). 
 
 

 
 

Figura 3. Composició de la membrana plasmàtica o plasmalemma  
(Anatomy & Physiology, 2015). 

 

Els lípids són el principal component de la membrana plasmàtica de l’espermatozoide de 
totes les espècies animals. Existeixen diferències en quant a la proporció i la tipologia dels 
lípids del plasmalemma espermàtic entre espècies domèstiques (de Mercado, 2011). Tot i 
això, de manera general, els lípids més abundants de la membrana plasmàtica espermàtica 
són els fosfolípids, el colesterol i els glicolípids, sent aquests últims, els que s’hi troben en 
una menor proporció (Gadella i Harrison, 2000).  
 
Un fosfolípid està format per una molècula de glicerol unida a dues d’àcid gras i a un grup 
fosfat. Els fosfolípids són una varietat de lípids que juguen un paper clau en el funcionament 
de les membranes cel·lulars. Els fosfolípids majoritaris en la membrana plasmàtica 
espermàtica porcina són els àcids grassos poliinsaturats, que actuen com a substrat per a 
les ROS (Estrada, 2014). La membrana presenta moltes tipologies diferents de fosfolípids 
per això s’usa el concepte d’heterogeneïtat de fosfolípids (de Mercado, 2011; Estrada, 
2014). Cada varietat de fosfolípid presenta un punt de fusió característic, per tant, és lògic 
afirmar que com més varietat de fosfolípids presenti la membrana més varietat de punts de 
fusió hi haurà (Estrada, 2014).  
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La composició dels diversos lípids de les membranes plasmàtiques difereix no només entre 
espècies sinó que també entre els individus de la mateixa espècie (de Mercado, 2011). Un 
dels lípids de major importància en la membrana plasmàtica és el colesterol, ja que la relació 
quantitativa entre aquest i els fosfolípids és imprescindible per a l’estabilitat i la fluïdesa del 
plasmalemma (Parks i Hammerstedt, 1985). A major quantitat de fosfolípids, més fluïdesa 
presenta la membrana, mentre que el colesterol juntament amb les proteïnes tenen funció 
estabilitzadora de la membrana (Palma, 2001). La relació colesterol : fosfolípids és 
característica per a cada espècie i s’ha comprovat que aquesta és major en aquelles 
espècies en les quals la resistència a la congelació és més elevada, com en el cas dels 
bovins i dels humans, que presenten respectivament uns valors de 0.4 i 0.99 (Darin-Bennett 
i White, 1977) (Taula 1). En canvi, les espècies que presenten una menor resistència a la 
congelació dels seus espermatozoides també presenten un valor menor de la relació 
colesterol : fosfolípids, com en el cas de l’espècie porcina que presenta un valor de 0.26, en 
el gall és de 0.30, en el cavall semental 0.36 i en el toro 0.45 (Parks i Lynch, 1992) (Taula 1).  
 
Taula 1. Composició de la membrana plasmàtica dels espermatozoides de diferents espècies animals (White i 
Darin-Bennett, 1977; Parks i Lynch, 1992).  

 

Espècie  Ratio 
colesterol:fosfolípids  

Ratio 
poliinsaturats/saturats  

Porc 0.26 2.5 

Cavall 0.36 - 

Marrà 0.38 2.5 

Toro 0.45 3.5 

Caprí 0.59 - 

Conill 0.88 0.8 

Humà 0.99 1 
 
 
 
 
 

La susceptibilitat al xoc tèrmic és específica per a cada espècie ja que el que determina 
aquesta susceptibilitat és la composició lipídica de les membranes plasmàtiques. Aquesta 
composició depèn de les ratios colesterol : fosfolípid i de les cadenes d’àcids grassos 
poliinsaturats : saturats unides als fosfolípids (Darin-Bennett i White, 1977). La situació 
òptima seria una ratio colesterol : fosfolípids elevada i una ratio poliinsaturats : saturats 
baixa, ja que la membrana plasmàtica presentaria una elevada estabilitat i fluïdesa, 
disminuint així, la temperatura a la qual es produeix el canvi de fases dels lípids, i perquè a 
menor quantitat d’àcids grassos poliinsaturats la susceptibilitat a la peroxidació lipídica 
també disminueix (Tomás, 2007). La baixa relació colesterol : fosfolípid de la membrana 
espermàtica de porcins fa que els espermatozoides d’aquesta espècie presentin una major 
susceptibilitat al xoc tèrmic (Parks i Lynch, 1992). A més a més, el fet de presentar poca 
quantitat de colesterol a la membrana plasmàtica espermàtica en porcí està estretament 
lligat amb una disminució en la fluïdesa i estabilitat de la membrana i conseqüentment, amb 
una menor viabilitat de l’espermatozoide un cop descongelat (Cerolini et al., 2001). Els 
espermatozoides de conill i els d’humà són els que presenten una ratio colesterol : 
fosfolípids més elevat i una ratio poliinsaturat : saturat menor i, per tant, seran els que 
presentin una major resistència al xoc tèrmic en comparació als espermatozoides de caprí, 
oví, boví, equí i porcí.  
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1.5.  El plasma seminal 
 

 

El semen està format pels espermatozoides i pel plasma seminal, essent aquest últim, la 
barreja de les secrecions de les diferents glàndules accessòries del tracte urogenital 
masculí.  
 
El plasma seminal de l’espècie porcina conté principalment les proteïnes procedents de les 
secrecions de les glàndules accessòries, àcids grassos, ions inorgànics, àcid cítric, 
carbohidrats, sals orgàniques i prostaglandines (Casas, 2010; de Mercado, 2011). L’elevada 
presència de proteïnes proporciona protecció als espermatozoides, impedeix la seva 
aglutinació i també té una funció clau en el procés de fertilització ja que moltes d’elles estan 
implicades en el procés de capacitació espermàtica. Tots aquests compostos, tant 
inorgànics com orgànics, confereixen un medi tamponat que permet mantenir una 
osmolaritat de 290-330 mOsm i un pH al voltant de 7.4 unitats adient pel manteniment de la 
viabilitat espermàtica (Casas, 2010).  
 
A la tècnica de criopreservació que actualment s’utilitza el plasma seminal és eliminat de 
manera que es modifiquen i es reestructuren alguns dels components de la membrana 
plasmàtica de l’espermatozoide, generant així, una pèrdua de la seva mobilitat i capacitat 
fecundant (Maxwell i Johnson, 1997).  
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2. OBJECTIVES 
 

The main goal of this work is to make a careful review of the technique of sperm 
cryopreservation in animals of productive interest, taking as a model the boar sperm cell.  
 
The specific objectives are: 
 
- Assess the current state of the use of the technique of cryopreservation as a system of boar 
sperm preservation. 
 
- Compare the degree of use of cryopreserved boar sperm in front of other species. 
 
- Conduct a literature review of the tested improvements in optimizing the technique of boar 
sperm cryopreservation. 
 
- Propose alternatives to improve the technique of sperm cryopreservation in boars based on 
the literature review conducted. 
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3. METODOLOGIA 
 

La metodologia d’aquest treball ha consistit en una revisió bibliogràfica a diferents nivells; 
inicialment s’han realitzat cerques més generals sobre el tema tractat, i posteriorment, s’han 
fet cerques més específiques i selectives. 
 
Primerament, per tal de conèixer la metodologia de la tècnica de criopreservació 
espermàtica així com la fisiologia del mascle porcí i la composició del semen,  es va usar la 
web de la biblioteca de la Universitat de Girona fent les cerques “criopreservació 
espermàtica” i “biotecnologia de la reproducció porcina”. A més a més, també es va 
consultar el servidor TDX per tal de seleccionar tesis doctorals relacionades amb la 
criopreservació, en aquest cas, utilitzant novament les mateixes cerques. La redacció de 
l’apartat d’introducció es va realitzar majoritàriament a partir de les tesis doctorals, articles 
de revisió i els llibres consultats.  
 
Per tal de desenvolupar l’apartat de resultats i discussió es va fer ús de les bases de dades 
bibliogràfiques PubMed, SciendeDirect, Google Académico i SciELO. En aquest cas, la 
cerca es va focalitzar en aquells articles d’impacte científic rellevant, i que en la major part 
dels casos, estaven referenciats en les tesis com articles relacionats i que assajaven 
millores en els protocols de la tècnica de la criopreservació espermàtica. Es van fer també 
cerques utilitzant les composicions: “cryopreservation boar sperm”, “effects of 
cryopreservation sperm”, “sperm plasma membrane”, “sperm membrane and ROS”, 
“antioxidants cryopreservation” i “sperm freezability”. Paral·lelament, es van consultar 
algunes revistes electròniques internacionals de caire científic i de gran repercussió com 
Cryobiology i Theriogenology. En tots els casos es van seleccionat articles de diferents anys 
per tal d’observar l’evolució i la innovació assolida en el protocol de criopreservació al llarg 
dels darrers anys. Utilitzant aquest criteri s’ha comprovat que en els primers anys el nombre 
d’articles era baix, en canvi, en les últimes dècades el nombre d’articles ha anat augmentant 
progressivament. 
 
Finalment, s’ha utilitzat el gestor bibliogràfic Mendeley per tal de recopilar, organitzar i 
realitzar la relació de la bibliografia dels documents d’interès seleccionats que han estat 
utilitzats en aquest treball.   
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4. RESULTATS I DISCUSSIÓ 
 

4.1. Usos del semen criopreservat 
 

La criopreservació espermàtica és una tècnica que es pot utilitzar en les espècies d’interès 
productiu amb diferents finalitats entre elles les reproductives, les de preservació del 
material genètic, les de facilitació del comerç internacional, etc. Mentre que en el cas del 
porcí aquesta tècnica encara té una aplicació complementària, altres espècies com l’equina, 
al tenir els sementals un valor econòmic més elevat, esdevé d’alt interès aplicat. En l’espècie 
humana la criopreservació va associada a les tècniques de reproducció assistida. 
 
En el sector porcí i en la majoria dels animals d’interès productiu, la inseminació artificial (IA) 
utilitzant semen fresc o refrigerat és el mètode més àmpliament implantat per a la seva 
reproducció; alternatives com la utilització del semen criopreservat poden representar un 
avantatge a l’hora d’optimitzar el seu rendiment reproductiu, és per això que és important 
aconseguir una millora de les taxes de recuperació del semen descongelat. 
 
A continuació es fa una revisió dels avantatges i inconvenients més representatius que pot 
oferir el semen criopreservat en porcí, en altres espècies productives i en l’espècie humana. 
 
Com a avantatges (Roca et al., 2006a; Hernández et al., 2006a; TechnoSperm, 2015): 
 

- Afavoreix el comerç internacional de dosis seminals, facilitant així, la seva importació i/o 
exportació arreu del món i introduint noves línies genètiques d’alt valor genètic i, per tant, 
econòmic als diferents països.  
 

- Permet la creació de bancs de semen de dosis seminals porcines on es conserven 
determinades línies genètiques d’alt valor genètic i econòmic (banc de germoplasma). 
 

- Facilita l’emmagatzematge de semen de bona qualitat en períodes d’alta producció, 
permetent així, disposar de les dosis seminals en els períodes de baixa producció o en els 
quals la qualitat espermàtica disminueix. 
 

- Contribueix a minimitzar el problema de l’estacionalitat reproductiva en porcí; d’aquesta 
manera, es criopreserva el producte de l’ejaculació en els mesos en que aquest presenta 
major qualitat espermàtica per tal d’obtenir dosis seminals de més bona qualitat, i que 
puguin ser emprades durant els mesos de calor intensa quan l’ejaculació de porcí presenta 
una menor qualitat espermàtica. 
 

-  Facilita la gestió, planificació i operativitat dels centres de IA porcins; el fet de tenir semen 
criopreservat afavoreix la gestió i organització dels propis centres així com la distribució de 
les dosis a totes les granges que ho sol·liciten.  
 
Com a inconvenients: 
 

-  Els bons resultats que proporcionen els diluents de refrigeració actuals que permeten 
mantenir en bones condicions el semen fins a 7-9 dies. 
 

- Els escassos rendiments reproductius que actualment encara proporciona el semen 
criopreservat i descongelat i, l’elevada variabilitat entre mascles en la resposta a la 
congelació. 
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En el cas especial de l’espècie humana, la criopreservació espermàtica té un objectiu 
òbviament diferent i, per tant, la seva utilització es troba àmpliament acceptada en els 
programes de reproducció assistida (RA). En aquest cas, és útil utilitzar-la en homes en edat 
fèrtil que volen preservar la seva fertilitat futura, i més concretament, també està indicada en 
els següents casos (Solé et al., 2008; Pacheco i San Celestino, 2012; Garrido et al., 2012): 
 

- Pacients que necessiten realitzar tractaments de radioteràpia o quimioteràpia, ja que 
aquests tractaments poden causar lesions testiculars afectant així a la qualitat espermàtica. 
 

-  Quan es busca la sincronització en l’obtenció del semen i el dia de la punció fol·licular.  
 

- Homes que presenten algun tipus de patologia que afecti la seva qualitat espermàtica, com 
en el cas d’azoospèrmia. 
 

- Homes que s’han de sotmetre a una vasectomia o que no presenten ejaculació normal, 
essent aquesta última una conseqüència d’una possible disfunció erèctil, ejaculació 
retrògrada, entre d’altres causes. 
 
Per a tots aquests casos exposats anteriorment, s’aconsella la criopreservació d’esperma en 
bancs de semen en els quals es congelen i s’emmagatzemen les mostres, permetent així, la 
seva conservació per una futura utilització. Existeixen dos tipus de bancs de semen: els 
bancs de semen que preserven les mostres d’esperma de pacients que estan inclosos dins 
els programes de RA, i els bancs de semen on es conserven les mostres de semen de 
donants anònims (Solé et al., 2008; Garrido et al,. 2012; González-Ravina et al., 2012).  
 
Cal tenir en compte que existeixen molts casos en els quals és aconsellable la utilització 
d’esperma criopreservada o fins i tot que és imprescindible per a poder aconseguir 
descendència i, per tant, l’optimització d’aquesta tècnica té un interès aplicat importantíssim 
a tenir en compte. És per aquesta raó que actualment hi ha molts grups de recerca que hi 
treballen. 
 
 

4.1.1. Antecedents històrics 
 

Al segle XVIII el naturalista italià Spallanzani fou el primer en observar la recuperació dels 
espermatozoides prèviament congelats en neu, i en demostrar també, la funcionalitat 
d’aquestes cèl·lules en el procés de la fecundació (Spallanzani, 1776). Al 1938 s’establí per 
primera vegada el nitrogen líquid com a element utilitzat per a la criopreservació espermàtica 
(Jahnel, 1938). Posteriorment a aquest fet, el danès Sörensen (1940) fou qui ideà la palleta 
com a sistema d’envasat de les dosis seminals, les quals presenten una elevada superfície 
que permet una nucleació uniforme, reduint així, el súper-refredament.  
 
L’any 1949 el grup d’investigació anglès de Polge i col·laboradors  fou el responsable del 
descobriment de les propietats crioprotectores que confereix el glicerol (Polge et al., 1949). 
Aquest fet va significar un punt d’inflexió en el camp de la preservació del semen marcant 
l’origen de la criopreservació espermàtica aplicada a la majoria de les espècies domèstiques 
d’interès productiu (de Mercado, 2011). Sherman i Bunge (1953) foren els responsables 
d’aconseguir el primer embaràs en humans utilitzant semen criopreservat i posteriorment 
descongelat. No fou fins a la dècada dels 70 quan naixeren els primers garrins fruit de la 
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utilització d’espermatozoides criopreservats mitjançant una IA laparoscòpica (Polge et al., 
1970). L’any 1975 es varen proposar els dos primers protocols específics per a la 
criopreservació espermàtica per porcí: el mètode alemany o de Hülsenberger (Westendorf et 
al., 1975) i el mètode americà o de Beltsville (Pursel i Johnson, 1975). Ambdós mètodes es 
caracteritzen per la utilització de diluents de congelació que inclouen crioprotectors (CPAs) 
però difereixen en el tipus de sucre que duen i en el mètode de criopreservar. En el mètode 
de Hülsenberger s’addiciona com a font de carboni la lactosa i els espermatozoides són 
envasats en palletes de 5-6 mL de volum i immediatament congelades amb vapors de 
nitrogen líquid, mentre que en el mètode de Beltsville s’utilitza glucosa com a sucre principal 
i els espermatozoides es congelen en neu carbònica (Hernández et al., 2006a; Casas, 
2010).  
 
Uns anys més tard, concretament al 1985, es celebrà a Suècia el primer Congrés 
Internacional sobre la criopreservació espermàtica en porcí. Arribat a aquest punt, els 
protocols de criopreservació d’esperma s’han anat modificant per tal de millorar-los. Una de 
les millores més importants fou la incorporació al 1989 dels biocongeladors programables 
als protocols de la tècnica de criopreservació, que proporcionen un control més exhaustiu de 
les taxes de refredament (Hernández et al., 2006a; Casas, 2010). 
 
 

4.1.2. Estat actual i perspectives de futur 
 

Actualment es preserven espermatozoides de moltes espècies d’interès productiu i també 
d’humans, òbviament amb objectius totalment diferents. En aquest darrer cas, la tècnica 
està estandarditzada i s’utilitza associada a les tècniques de RA. D’entre les espècies 
d’interès productiu, la criopreservació està força optimitzada tot i que cal considerar que 
depèn molt de l’espècie. En especial, els espermatozoides de porcí degut a la composició de 
la seva membrana són especialment sensibles al xoc tèrmic que es produeix durant la 
criopreservació i, per tant, és una de les espècies en què el protocol no està del tot 
estandarditzat i cal optimitzar-lo per tal que la seva aplicació esdevingui rendible. 
 
Tot i els avenços aconseguits al llarg dels darrers anys en la tècnica de la criopreservació 
espermàtica, al 2006 la utilització de semen criopreservat per a la pràctica de la IA tant sols 
representava l’1% del total de les inseminacions realitzades en el sector porcí (Roca et al., 
2006b) i no ha augmentat des de llavors. Aquest fet es deu a que la taxa de fertilitat i la 
prolificitat utilitzant semen congelat és molt menor al que s’obté a l’utilitzar semen fresc; amb 
diferències del 20-30% en la taxa de fertilitat i de 2-3 garrins menys per ventrada (de 
Mercado, 2011). Aquestes baixes taxes de fertilitat i de prolificitat del semen criopreservat 
han dut als investigadors a estudiar les característiques del semen de porcí, i assajar noves 
modificacions de la tècnica de criopreservació per tal de millorar els resultats obtinguts i que 
la tècnica arribi a ser una alternativa eficient dins el sector porcí. Actualment s’està treballant 
amb compostos antioxidants com el glutatió (Gadea et al., 2004; Zhang et al., 2012; Estrada, 
2014), precursors del glutatió com la L-cisteïna (Funahashi i Sano, 2005) i la L-glutamina 
(Khlifaoui et al., 2005; de Mercado et al., 2009), enzims com la superòxid dismutasa i la 
catalasa (Roca et al., 2005), vitamines com la C (Peña et al., 2003, 2004; Yoshimoto et al., 
2008) i l’E (Peña et al., 2003; Jeong et al., 2009) i algunes plantes com el Rosmarinus 
officinalis (Malo et al., 2010) i Rhadiola rosea (Zhao et al., 2009), per tal d’intentar revertir-ne 
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els efectes negatius. També s’està assajant els beneficis que pot oferir l’addició d’alguns 
dels components del plasma seminal o del propi plasma en els diluents de congelació per tal 
d’estabilitzar la membrana plasmàtica (Pursel et al., 1973; Aurich et al., 1996; Centurión et 
al., 2003; Caballero et al., 2004; Kawano et al., 2004; Barrios et al., 2005; Hernández et al., 
2007b; Vilagran et al., 2015). 

En els darrers anys i gràcies a les millora en els protocols de la tècnica de criopreservació, 
s’ha aconseguit obtenir dosis seminals porcines amb una qualitat post-descongelació de fins 
al 50% tant d’espermatozoides mòbils com de viables (Roca et al., 2006a). Aquests valors 
no són encara prou satisfactoris com per aconseguir desbancar la utilització del semen fresc 
o refrigerat. De totes maneres, el desenvolupament de tècniques com la inseminació 
intrauterina profunda (IIP) conjuntament amb les millores que es poden anar aconseguint en 
la tècnica de la criopreservació pot col·laborar en l’ús del semen criopreservat en IA.    
 

 

4.2.  Protocol de la tècnica de la criopreservació esper màtica  
 

El protocol que es detalla a continuació correspon al que s’aplica de forma rutinària al semen 
de porcí i que es proposa com a model d’estudi del procés de criopreservació (Westendorf, 
1975 i modificat per Martín, 1996; Hernández et al., 2006a): 
 

���� Recollida i manipulació del semen 
 

Recollida de la fracció rica en espermatozoides de l’ejaculació, mitjançant una gassa estèril, 
en un recipient temperat a 35-37ºC per tal d’evitar qualsevol xoc tèrmic que podria afectar 
negativament a la qualitat espermàtica. Immediatament després de la recollida, cal diluir la 
fracció rica recollida en un diluent salí com el Belstville Thawing Solution (BTS) (Taula 2), el 
qual també ha d’estar a la mateixa temperatura que el producte de l’ejaculació (37ºC). Una 
vegada diluïda la fracció rica en BTS es pot mantenir a 17ºC fins al moment de la 
criopreservació que no ha de ser superior a 12h. 
 
 

Taula 2. Composició del diluent Belstville Thawing Solution (BTS) (Hernández et al., 2006a).  
 
 

Component mM 

Glucosa 205 

Citrat sòdic 20.4 

Clorur potàssic 10 

Bicarbonat sòdic 15 

EDTA  3.6 

Kanamicina (g/L) 0.07 

pH 7.2-7.4 

Osmolaritat (mOsm/L) 295-330 

 
 
 
 



     

Facultat de Ciències                                   Memòria del Treball Final de Grau 

 
 

14 

La fracció rica diluïda es distribueix en tubs de 50 mL i es centrifuga a 300 x g durant 1 min a 
16-17ºC (Figura 4), per tal d’obtenir exclusivament la fracció espermàtica; aquesta haurà de 
ser rediluïda amb el primer diluent de congelació (Lactose Egg Yolk, LEY; Kikuchi et al., 
1997) (Figura 5) fins a una concentració de 1.5x109 espermatozoides (spz) per mL i portar-lo 
a un descens gradual i homogeni de la temperatura des dels 17ºC fins als 5ºC. Durant les 3h 
que tarda aproximadament a baixar la temperatura, s’aprofita per avaluar la qualitat dels 
espermatozoides presents a la fracció rica (concentració, motilitat, viabilitat i morfologia 
espermàtiques).  
 
Una vegada assolits els 5ºC s’addiciona el segon diluent de congelació (Lactose Egg Yolk 
Glicerol i Orvus Es Paste, LEYGO; Kikuchi et al., 1997), fins a una concentració final de 
1x109 spz/mL. 
 
 

          
 
 

                           Figura 4. Centrifugació de la fracció rica                   
               a 300 x g durant 1 minut a 16-17ºC 
   (TechnoSperm, 2015) 
 
 
 
 
 
 
 
 

���� Preparació dels diluents de congelació  
 

Els diluents de criopreservació difereixen dels de refrigeració perquè aporten nutrients i 
preserven la membrana dels espermatozoides durant el xoc tèrmic de la criopreservació 
mitjançant l’addició de crioprotectors i lípids. Els diluents de criopreservació per als 
espermatozoides de l’espècie porcina no existeixen comercialment, per aquesta raó s’han 
de preparar al propi laboratori. Els espermatozoides porcins presenten una alta sensibilitat a 
temperatures per sota dels 12-15ºC, és per aquest fet que com a component habitual dels 
diluents de criopreservació s’usa el rovell d’ou fresc, normalment de gallina, ja que presenta 
propietats protectores davant el refredament, aportant lípids a la membrana per tal que 
aquesta esdevingui més resistent. Normalment s’usa un primer diluent anomenat LEY que 
conté rovell d’ou i lactosa i un segon diluent a nomenat LEYGO que es prepara a partir del 
LEY i que conté glicerol com a crioprotector i un detergent sintètic com a emulsionador 
(Orvus Es Paste o Equex STM)  (Taula 3). 
 
 
 
 
 

Figura 5. Addició del primer diluent de 
congelació (LEY) (TechnoSperm, 2015) 
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Taula 3. Composició dels diluents de congelació més àmpliament utilitzats: Lactosa-Egg-Yolk (LEY) i LEY-
Glicerol-Orvus Es Paste “Equex STM” (LEYGO) (Hernández et al., 2006a).  
 

Composició LEY LEYGO 

Rovell d’ou (%) 20 - 

ββββ-lactosa (mM) 248 - 

Kanamicina (g/L) 0.1 - 

LEY (%) - 89,5-92,5 

Glicerol (%) - 6-9 

Equex STM (%) - 1.5 

pH 6-6.3 6-6.3 

Osmolaritat (mOsm/Kg) 330-390 1650-1750 

 
Un cop elaborat el diluent cal mantenir-lo refrigerat a 4-5ºC fins a la seva utilització. 
 

���� Envasat del semen en palletes de 0.5 mL 
 

L’envasat del semen diluït amb el segon medi de congelació fins a una concentració de 
1x109 spz/mL (LEYGO) es realitza sempre a 5ºC i en condicions òptimes de manipulació. 
Existeixen envasadores semi-automàtiques (Figura 6a) o automàtiques (Figura 6b) 
d’envasat i també diferents tipus de sistemes d’empaquetatge del semen, entre els més 
usats hi ha les palletes de 0.5 mL (Figura 7) les de 5 mL i els Flat-Pack de 5 mL. La 
utilització d’un sistema o d’un altre dependrà del volum de l’ejaculació i conseqüentment de 
l’espècie de què es tracti.  
 

      
 
 

 Figura 6a. Envasadora de palletes semi-automàtica      
                       (TechnoSperm, 2015)    
 
 
 

       
 

     Figura 7. Palletes d’envasat de 0.5 mL 

      (TechnoSperm, 2015) 

Figura 6b. Envasadora de palletes automàtica 
(TechnoSperm, 2015) 
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���� Congelació de les dosis seminals 
 

La congelació de les dosis seminals es realitza amb vapors de N2L de manera manual 
mitjançant envasos criogènics de boca ampla o caixes de porexpan, o de manera 
automàtica utilitzant biocongeladors. Els biocongeladors tenen com a avantatge que el 
descens de la temperatura és més controlat ja que permeten programar corbes de 
refredament preestablertes (Figura 8). Un cop les mostres seminals han estat congelades, 
s’emmagatzemen momentàniament en un bany de nitrogen líquid fins a ser dipositades en 
els tancs de N2L on seran emmagatzemades a -196ºC fins al moment de la seva utilització.  
 

 
 
 

Figura 8. Corba de refredament (TechnoSperm, 2015) 
 

 
���� Descongelació 

 

Per tal de descongelar les palletes criopreservades és necessari disposar d’un bany d’aigua 
a 37ºC on es dipositen les palletes per immersió durant 20 segons en agitació (Figura 9). Tot 
seguit es traspassa el contingut de les palletes a un tub on prèviament s’hi ha dipositat 
diluent de descongelació o BTS temperat a 37ºC en proporció (1:3; volum semen : volum 
BTS). És en aquest moment quan es fa una anàlisi de la qualitat espermàtica que consisteix 
en l’avaluació de la motilitat, viabilitat i morfologia espermàtiques per tal de fer una valoració 
de l’estat del semen criopreservat i descongelat. 
 

 

 

 

Figura 9. Descongelació dels espermatozoides criopreservats en un 
bany d’aigua amb diluent de descongelació a  37ºC (TechnoSperm, 2015) 
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4.3. Millores en la criopreservació espermàtica  

El procés de criopreservació es basa en la manipulació de l’ejaculació des de la seva 
recollida fins a la congelació i posterior descongelació. L’èxit d’aquest procés depèn de 
diversos factors interns (característiques fisicoquímiques del propi espermatozoide i de les 
diferències entre els mascles i entre el propi producte de l’ejaculació) i de factors externs 
(composició dels diluents, tipus i concentració dels agents crioprotectors, taxes de 
congelació i descongelació, entre d’altres) (Estrada, 2014). Aquests factors són els 
responsables de que l’esperma tingui la capacitat per poder sobreviure i mantenir les seves 
qualitats fecundants durant el procés de criopreservació. 

Òbviament, la recerca en aquest àmbit dependrà dels objectius a assolir en cada una de les 
espècies d’interès, així com, del grau d’eficiència que ofereix la criopreservació per a cada 
una d’elles. És per això, que la recerca dels últims anys s’ha centrat majoritàriament, en 
l’optimització de la tècnica en aquelles espècies en què encara no s’ha aconseguit una taxa 
d’èxit suficientment acceptable com per a garantir la seva aplicabilitat. Concretament, una 
d’elles és l’espècie porcina i, per tant, la recerca en aquest camp està en continu 
desenvolupament. L’addició de colesterol, l’addició d’antioxidants i fins i tot de proteïnes 
seminals de baix pes molecular, entre d’altres, poden ser alternatives reals a la millorar de 
l’eficiència del procés de criopreservació.  

 

4.3.1. Modificacions de la tècnica  
 

Els protocols de criopreservació sorgiren a la dècada dels 70 i fins a la dècada dels 90 quasi 
no foren modificats (Juárez, 2009). En els últims anys però, s’han realitzat diversos estudis 
per tal d’optimitzar el protocol de criopreservació amb la finalitat de millorar la supervivència 
espermàtica i la capacitat fecundant dels espermatozoides descongelats.  
 
En el mètode Beltsville els espermatozoides s’envasaven en píldores de 0.2 mL mentre que 
el mètode Hülsenberger ho feia en palletes d’uns 5-6 mL (Juárez, 2009). Diversos estudis 
han demostrat que l’ús d’envasos de menor capacitat (1.3, 0.5 i 0.25 mL) proporciona una 
major homogeneïtzació al congelar les mostres i, per tant, una millora en els resultats post-
descongelació dels espermatozoides (Almlid i Johnson, 1988; Bwanga et al., 1990; Berger i 
Fischerleitner, 1992).  
 
Una de les etapes dels protocols de criopreservació és la centrifugació que facilita 
l’eliminació del plasma seminal i concentra la fracció espermàtica. En els mètodes Beltsville 
(Pursel i Johnson, 1975) i Hülsenberger (Westendorf et al., 1975) el règim de centrifugació 
és de 300 x g i 800 x g durant 10 minuts, respectivament. S’avaluà experimentalment la 
influència de diversos règims de centrifugació (2400 x g durant 3 minuts, 1600 x g durant 5 
minuts i 80 x g durant 10 minuts) mitjançant la recuperació i el percentatge 
d’espermatozoides de porcí viables post-centrifugació (Carvajal et al., 2004). Els resultats 
demostraren que usant la força centrifuga més elevada (2400 x g) i el temps de centrifuga 
menor (3 minuts), s’aconseguiren els millors resultats de recuperació i del percentatge 
d’espermatozoides viables. Així doncs, segons l’estudi de Carvajal i col·laboradors, el règim 
de centrifugació òptim seria 2400 x g durant 3 minuts per tal de minimitzar els danys dels 
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espermatozoides porcins produïts pel procés de la centrifugació i per tal d’augmentar la 
qualitat espermàtica post-descongelació. Tot i així, segueixen havent-hi controvèrsies al 
respecte per la qual cosa no tots els laboratoris accepten un règim de centrifugació de 2400 
x g durant 3 minuts. 
 
Els protocols de la criopreservació espermàtica consten de tres etapes (refredament,  
congelació i descongelació) en les quals els espermatozoides s’exposen a importants canvis 
de temperatura, i en les que és imprescindible la utilització de velocitats de refredament 
òptimes per tal de causar el menor dany possible a la qualitat espermàtica (Juárez, 2009). 
Tots els mamífers, i especialment l’espècie porcina, són sensibles al rang de temperatura de 
refredament de 15ºC a 5ºC, per la qual cosa es recomana usar velocitats de refredament 
relativament baixes per tal d’evitar o prevenir els efectes causats pel xoc fred (Watson, 
2000). És per aquesta raó per la qual s’han usat velocitats de refredament lentes: 
0.06ºC/min (Fraser i Strzezek, 2005), 0.08ºC/min (Hernández et al., 2007b), 0.1ºC/min, 
0.18ºC/min (Saravia et al., 2009) o 0.2ºC/min (Thurston et al., 2002). S’ha comprovat però, 
que la utilització de velocitats de refredament més ràpides, de fins a 1.5ºC/min, en la 
criopreservació d’espermatozoides porcins no perjudiquen la qualitat ni la funcionalitat 
espermàtica (Juárez, 2009). D’aquesta manera, utilitzar velocitats de refredament de 
1.5ºC/min representaria reduir la durada de l’etapa de refredament, dels 90-210 minuts que 
dura actualment, a tan sols uns 8-10 minuts, de tal manera que la durada total del procés de 
criopreservació es veuria reduïda de 150-250 minuts a  35-40 minuts (Juárez, 2009). S’ha 
estudiat també la velocitat de congelació en el descens de temperatura de -5ºC als -40ºC, ja 
que en aquest rang de temperatura hi té lloc la cristal·lització del medi i els canvis produïts 
per la pressió osmòtica (Woelders et al., 2005). S’ha demostrat experimentalment que 
velocitats de congelació relativament altes, -30ºC/min i -40ºC/min, són més beneficioses que 
velocitats baixes ja que permeten un equilibri entre l’efecte solut i la formació de cristalls de 
gel (Devireddy et al., 2004; Holt et al., 2005; Hernández et al., 2007c). En l’etapa de 
descongelació s’ha corroborat que velocitats de descongelació elevades, d’uns 1800ºC/min, 
proporcionen majors resultats en comparació a les velocitats de 1200ºC/min usades 
habitualment (Hernández et al., 2006b, 2007b). En l’espècie bovina, s’ha demostrat que la 
utilització de velocitats de refredament elevades, de 4-5ºC/min, aporta una bona qualitat 
espermàtica post-descongelació (Janaskaukas et al., 1999).  
 
El coneixement de les propietats biofísiques dels espermatozoides ha permès desenvolupar 
algunes millores en els protocols de criopreservació com: el disseny d’envasos per a 
l’emmagatzematge dels espermatozoides que permeten una major homogeneïtzació a la 
deshidratació, la utilització de noves pautes de centrifugació menys perjudicials pels 
espermatozoides, les variacions de les velocitats de les corbes de congelació i 
descongelació, entre d’altres.  
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4.3.2. Addició de colesterol  
 

Com s’ha comentat anteriorment, el colesterol és el segon component majoritari de les 
membranes plasmàtiques que actua conferint estabilitat i disminuint la temperatura en la 
qual es produeix el canvi de fase dels lípids de líquida a gel (Brouwers et al., 2005; Tomás, 
2007). Durant la criopreservació es produeixen danys que recorden els que tenen lloc durant 
la capacitació (adquisició de la capacitat per a fecundar l’oòcit) (White, 1993). Un d’aquest 
dany és la pèrdua de colesterol de les membranes, generant així, la pèrdua de viabilitat  i de 
la capacitat per a resistir baixes temperatures (Tomás, 2007; Roca et al., 2011). Aquest fet 
va dur a estudiar l’efecte de la incorporació de colesterol a les membranes plasmàtiques 
mitjançant oligosacàrids cíclics anomenats ciclodextrines. Les ciclodextrines es saturen de 
molècules de colesterol obtenint així, un medi portador per incorporar el colesterol a les 
membranes plasmàtiques espermàtiques (Tomás, 2007). La saturació de les ciclodextrines 
amb colesterol és completament necessària ja que si s’addicionen no saturades, aquestes 
capten el colesterol de les membranes plasmàtiques desestabilitzant-les (Tomás, 2007).  
 
En porcí s’ha pogut comprovar que l’addició de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina (Zeng i 
Terada, 2000 i 2001a) i de metil-β-ciclodextrina saturades de colesterol, (Zeng i Terada, 
2001b) proporciona un major percentatge de mobilitat i de la integritat de la membrana 
plasmàtica dels espermatozoides. A més a més, l’addició de 2-hidroxipropil-β-ciclodextrina 
saturada de colesterol 3-sulfat millora la viabilitat dels espermatozoides porcins i inhibeix la 
capacitació durant la criopreservació (Galantino-Homer et al., 2006). En equins es va 
observar que l’addició de metil-β-ciclodextrina saturada de colesterol prèvia al procés de 
criopreservació, proporcionava una millora post-descongelació ja que s’obtingué un major 
percentatge d’espermatozoides mòbils i amb la membrana plasmàtica íntegra (Combes et 
al., 2000; Moore et al., 2005). Per contra, en altres estudis tan sols s’obtingueren millores en 
la integritat de la membrana plasmàtica però no en quant a motilitat (Zahn et al., 2002). A 
més a més, aquest últim estudi demostrà que la utilització del semen equí tractat amb metil-
β-ciclodextrina saturada de colesterol per realitzar inseminacions, proporcionava un menor 
percentatge de femelles prenyades en relació a les femelles inseminades amb el semen no 
tractat (Zahn et al., 2002). Els estudis en boví (Purdy i Graham, 2004) i en caprí (Tomás, 
2007) demostren que el tractament de ciclodextrines saturada de colesterol millora la 
motilitat i la viabilitat dels espermatozoides pre-tractats.  
 
Observant els estudis anteriors, es pot afirmar que el tractament amb ciclodextrines 
saturades de colesterol proporciona millores en la viabilitat i la motilitat dels 
espermatozoides de diverses espècies d’interès productiu com porcí, equí, boví i caprí.  
 
 

4.3.3. Addició d’antioxidants 
 

Un dels principals problemes de la criopreservació és l’elevada generació de ROS com a 
conseqüència de l’estrès oxidatiu produït per la peroxidació lipídica dels àcids grassos 
poliinsaturats de la membrana. És per aquesta raó que les investigacions dels últims anys 
han anat dirigides a la millora de la tècnica i de la qualitat del semen post-descongelació, 
mitjançant l’aplicació de diversos antioxidants en els medis de congelació durant la 
criopreservació. Existeixen dos grups d’antioxidants: els enzimàtics com per exemple la 
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superòxid dismutasa i la catalasa i, els no enzimàtics com vitamines C i E, però tots ells 
tenen la capacitat de neutralitzar els ROS, evitant així, el dany estructural de la cèl·lula 
(Kefer et al., 2009).  
 
La utilització del glutatió (GSH) com a antioxidant ha demostrat que redueix significativament 
el contingut de H2O2 (ROS) (Estrada, 2014). També s’ha comprovat que els 
espermatozoides porcins criopreservats amb l’addició de GSH exogen milloren la seva 
capacitat fecundant quan els nivells de GSH endògens són inferiors als nivells seminals 
normals de GSH (Zhang et al., 2012; Estrada, 2014). L’addició de GSH al medi de 
congelació augmenta significativament la taxa de part (Estrada, 2014) i la penetració de 
l’espermatozoide porcí a l’oòcit (Gadea et al., 2004). 
 
En el plasma seminal s’hi troben antioxidants enzimàtics com l’enzim superòxid dismutasa 
(SOD) i catalasa (CAT) per tal de contrarestar l’efecte perjudicial de ROS (Weir i Robaire, 
2007; Hammadeh et al., 2009). El SOD transforma l’O2

- en H2O2 i el CAT converteix el H2O2 

en H2O, eliminant així, la toxicitat dels ROS del producte de l’ejaculació (Zhang et al., 2012). 
L’addició de SOD i CAT en el diluent de congelació redueix la generació de ROS i millora la 
mobilitat, la viabilitat i la capacitat fertilitzant in vitro dels espermatozoides porcins 
descongelats (Roca et al., 2005). Maxwell i Stohanov (1996) trobaren els mateixos resultats 
en espermatozoides d’oví. 
 
L’àcid ascòrbic (o vitamina C) és un antioxidant que redueix el dany de l’ADN induït per H2O2 
i redueix la peroxidació lipídica (Sierens et al., 2002). S’ha pogut determinar que l’àcid 
ascòrbic proporciona una major viabilitat dels espermatozoides criopreservats de porcí 
(Peña et al., 2003, 2004). L’addició d’àcid ascòrbic en espermatozoides de boví proporciona 
una major motilitat d’aquests (Hu et al., 2010). L’addició de la vitamina sintètica derivada de 
l’àcid ascòrbic, AA-2G, protegeix als espermatozoides porcins de la peroxidació lipídica i del 
dany cel·lular causat per l’estrès oxidatiu com a conseqüència de la generació de ROS 
durant la criopreservació (Yoshimoto et al., 2008). 
 
L’α-Tocoferol (o vitamina E) actua com antioxidant trencant els enllaços covalents que 
formen les formes ROS amb els àcids grassos de la membrana lipídica (Dad et al., 2006). 
Els estudis de Peña i col·laboradors (2003) demostraren efectes positius en la motilitat, en la 
integritat de la membrana dels espermatozoides porcins criopreservats i, per tant, en la 
supervivència dels espermatozoides post-descongelació prèvia addició de α-Tocoferol. 
D’altra banda, tal com demostrà Jeong i col·laboradors (2009), l’addició d’ α-Tocoferol pot 
protegir als espermatozoides de l’excessiva producció de ROS durant la criopreservació 
mitjançant la reducció de la peroxidació lipídica. 
 
L’addició de L-glutamina (L-Glu) i de L-cisteïna (L-Cys), precursors de GSH intracel·lular, 
són de gran importància en la criopreservació espermàtica. L’addició de L-Glu pot actuar 
com a crioprotector en el procés de criopreservació i com a substitutiu del glicerol, millorant 
així, la motilitat de l’esperma post-descongelada (Khlifaoui et al., 2005; de Mercado et al., 
2009). S’ha pogut corroborar que l’addició de L-Cys millora la viabilitat i la motilitat 
progressiva del semen de porcí fresc (Funahashi i Sano, 2005) i de les mostres refrigerades 
a 15ºC (Szczesniak-Fabianczyk et al., 2003).  
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Un altre dels estudis actuals és la suplementació de plantes naturals que contenen 
compostos amb capacitat antioxidant (Zhang et al., 2012). Una de les plantes és el romaní 
(Rosmarinus officinalis) que conté substàncies biològicament actives com àcids, flavonoides 
i polifenols (Zhang et al., 2012). S’ha comprovat que l’addició d’extracte de romaní al diluent 
de congelació de semen de porcí proporciona una major viabilitat dels espermatozoides 
post-descongelats i una millora en la taxa de fertilització dels espermatozoides (Malo et al., 
2010). Una altra estratègia usada és l’extracte de l’arrel de la planta Rhadiola rosea (Zhang 
et al., 2012) que presenta una forta activitat de neutralització del radical O2

- i 
conseqüentment, una inhibició de la peroxidació lipídica (Zhang i Liu, 2005). Zhao i 
col·laboradors (2009) van observar que l’addició de Rhadiola rosea al diluent de congelació 
en criopreservació de semen de porcí proporcionava una millora significativa dels nivells de 
GSH i de la qualitat espermàtica. 
 
Per tots aquest resultats que s’han anat constatant, l’addició d’antioxidants en el diluent de 
congelació disminueix els danys causats per l’estrès oxidatiu i proporciona una millora en la 
viabilitat i en la motilitat dels espermatozoides post-descongelació. Actualment però, es 
continua estudiant la relació existent entre els antioxidants i els mecanismes de protecció 
contra l’estrès oxidatiu intracel·lular, per cercar noves substàncies que puguin actuar com a 
antioxidants i poder millorar els protocols de criopreservació. 
 

 
4.3.4.  Addició de plasma seminal 

 

En el procés de criopreservació el plasma seminal és eliminat per tal de congelar únicament 
els espermatozoides, provocant així, una eliminació, modificació i reestructuració dels 
components de la membrana plasmàtica, alterant-ne la motilitat i la capacitat fecundant de 
l’espermatozoide (Maxwell i Johnson, 1999). Diversos estudis corroboren la presència de 
factors descapacitants en el plasma seminal que protegeixen els espermatozoides d’una 
criopreservació prematura (Davis i Niwa, 1974; Kanwar et al., 1979). Aquest fet provoca que 
la incubació dels espermatozoides en plasma seminal els protegeixi dels fenòmens de 
capacitació espermàtica deguda a la criopreservació (Davis i Niwa, 1974; Kanwar et al., 
1979). La capacitació espermàtica provoca un seguit de reaccions com l’alliberament del 
colesterol de les membranes, la fosforilació de proteïnes i l’increment intracel·lular de ions 
calci que causen la desestabilització i reorganització dels lípids i proteïnes de les 
membranes plasmàtiques, per tal que es produeixi l’exocitosi de l’acrosoma quan 
l’espermatozoide entre en contacte amb la zona pel·lúcida de l’oòcit. Aquest fet ha dut a 
valorar la utilització del plasma seminal o d’alguns dels seus components, principalment 
proteïnes, com additiu en els diluents de congelació durant la criopreservació (Caballero et 
al., 2004; Barrios et al., 2005; Hernández et al., 2007a).  
 
Existeix una gran controvèrsia sobre l’efecte que provoca la incubació dels espermatozoides 
en plasma seminal; alguns autors demostren els beneficis que comporta la incubació dels 
espermatozoides amb el plasma seminal durant un període de temps (2-7h) previ a la 
congelació, així com l’addició d’una proporció del 10-40% de plasma seminal en els diluents 
de congelació per tal d’augmentar la resistència dels espermatozoides al xoc tèrmic i, 
d’aquesta manera, reduir l’estat de capacitació espermàtica (Pursel et al., 1973; Vadnais et 
al., 2005). Altres autors demostren que l’addició del plasma seminal comporta un efecte 
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perjudicial en la qualitat espermàtica (Kawano et al., 2004; Okazaki et al., 2009) com efectes 
perjudicials per una elevada osmolaritat del medi deguts a l’excessiva addició de plasma 
seminal (de Mercado, 2011). Aquesta controvèrsia sobre el benefici o perjudici de l’addició 
de plasma seminal podria ser deguda a la gran variació existent en la composició del plasma 
seminal entre mascles i entre les pròpies ejaculacions del mateix mascle, classificant-se així 
com a mascles “bons o mals congeladors” depenent de la capacitat dels espermatozoides a 
resistir el procés de criopreservació (Casas, 2010; de Mercado, 2011). Diversos estudis 
demostren que l’addició de plasma seminal procedent de mascles “bons congeladors” 
presenten millors valors de viabilitat i de mobilitat post-descongelació (Aurich et al., 1996; 
Hernández et al., 2007a). La durada del període d’incubació dels espermatozoides porcins 
en el plasma seminal també presenta controvèrsia ja que no existeix un temps 
estandarditzat ni consensuat en els protocols (Eriksson et al., 2002; Hernández et al., 2007a; 
Vadnais et al., 2011; Tomás et al., 2014).  
 
Diversos autors classifiquen els mascles porcins en “bons i mals congeladors” en funció de 
la resposta de les seves ejaculacions a la seva criopreservació. Tot i així, s’observen també 
diferències en les diverses ejaculacions del mateix mascle (Vilagran et al., 2013). Diversos 
estudis demostren que els productes de les ejaculacions dels mascles “bons i mals 
congeladors” difereixen segons la proporció de dos proteïnes; una proteïna d’uns 15kDa 
present en major proporció en els mascles “bons congeladors”, mentre que en els “mals 
congeladors” es troba una major proporció d’una proteïna d’uns 25kDa (Jobim et al., 2004; 
de Mercado, 2011). La banda proteica de 15kDa és semblant al pes molecular de les 
espermadhesines (12-16kDa) (Centurión et al., 2003; Caballero et al., 2004), família de 
proteïnes majoritàries en el plasma seminal que s’adhereixen a la membrana plasmàtica 
durant l’ejaculació (Sanz et al., 1992). Les espermadhesines tenen funció protectora dels 
espermatozoides porcins ja que proporcionen estabilitat a la membrana plasmàtica davant 
del danys causats pel xoc tèrmic (Caballero et al., 2004; Barrios et al., 2005; García et al., 
2006) i eviten la capacitació espermàtica prematura (Calvete et al., 1996). Aquests beneficis 
dugueren a realitzar diversos estudis addicionant una de les espermadhesines més 
abundants en el plasma seminal, l’heterodímer PSP-I/PSP-II, en els quals s’ha determinat 
que l’addició de l’heterodímer en el semen fresc o congelat-descongelat durant períodes de 
temps curts preserva i/o millora la viabilitat, la motilitat espermàtica (Caballero et al., 2004) i 
l’activitat mitocondrial (Centurión et al., 2003). 
 
Vilagran i col·laboradors (2015) han comparat el proteoma seminal dels porcs “mals 
congeladors” amb el dels “bons congeladors” per tal de cercar marcadors de la congelabilitat 
de l’esperma. L’estudi ha demostrat diferències significatives en la quantitat de fibronectina-1 
(FN1) present en les ejaculacions dels dos grups, ja que les ejaculacions procedents de 
mascles “bons congeladors” presentaren una major quantitat de FN1 en comparació amb les 
dels “mals congeladors”. Per tant, la quantitat de FN1 present en el semen fresc de porcí 
podria ser usat com a marcador proteic de la congelabilitat espermàtica (Vilagran et al., 
2015).  
 
L’addició de proteïnes seminals en els diluents de congelació en semen de boví proporciona 
un augment del percentatge d’espermatozoides viables post-descongelació (Rueda et al., 
2013). 
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Els estudis realitzats determinarien que l’addició de quantitats adequades de plasma seminal 
procedent de mascles “bons congeladors” o l’addició d’algun component seminal com les 
espermadhesines, podrien protegir els espermatozoides del procés de la criopreservació 
afavorint-ne la viabilitat i la mobilitat espermàtica. Actualment, diversos centres de recerca 
en biotecnologia de la reproducció estan investigant per tal de cercar nous marcadors 
moleculars, com la fibronectina-1, que actuïn com a indicadors de la congelabilitat 
espermàtica.  
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5. CONCLUSIONS 
 

• The frozen-thawed boar semen is underused in AI programs, only 1% of the females are 
inseminated with this semen. The rate of fertility and litter using frozen semen is much 
lower than that obtained when using fresh cooled semen; with a 20-30% of difference in 
the fertility rate and 2-3 piglets less per litter. 

 
• The sperm of boars, horses, oxen and goats are more sensitive to the cryopreservation 

than the human sperm, being the boar the most vulnerable due to the high content of 
polyunsaturated fatty acids and the low cholesterol presence in its plasma membrane. 
Boar sperm have a high susceptibility to the various manipulations of the cryopreservation 
technique. 

 
• The use of cooling speeds faster than usual, up to 1.5ºC / min, do not seem to harm the 

functionality or quality post-thawing boar sperm, allowing a reduction in the time devoted 
to the process of cryopreservation. The short-term centrifugation at a relatively high g-
force minimize damage to boar spermatozoa and improve the post-thawing sperm quality 

 
• The quality post-thaw of the sperm of boars, horses, oxen and goats is favored by adding 

saturated cholesterol cyclodextrins prior to cryopreservation. The addition of antioxidants 
in the freezing extenders diminishes the harmful effects of ROS in boars, goats and oxen 
sperm during cryopreservation. Supplementation with seminal plasma from good freezers 
boar males provides improved mobility and sperm viability post-thaw. 
 

• The optimization degree of the technique in those animal species of productive interest 
different from boars is further achieved due to the lower susceptibility of the sperm cell. In 
humans, sperm cryopreservation is part of the process of assisted reproduction 
techniques with satisfactory results. 

 
• It is necessary to continue studying improvements to optimize cryopreservation technique 

in boars in order to get good results and be able to reduce the cost of its implementation. 
It is necessary to continue assaying new substances and/or different concentrations of the 
substances studied so far, in order to optimize and monetize the technique of 
cryopreservation of boar sperm to be of interest within in the sector. 

 
• It is very difficult to standardize a protocol of sperm cryopreservation for all species 

because there are differences between species, between males from the same species 
and even between ejaculations of the same male as there is enormous variability. 
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