
653

Int. J. Morphol.,
34(2):653-659, 2016.

Criopreservación  de  Espermatozoides  de  Canino  con  Extracto
de  Hojas  de  Arándano  (Vaccinium  corymbosum L.)

Cryopreservation  of  Canine  Spermatozoa  with  Blueberry  Leaf  Extract  (Vaccinium  corymbosum L.)

Mariana Deppe*,** ; Felipe Pezo*; Marjorie Reyes-Díaz***  & Jennie Risopatrón*,**

DEPPE, M; PEZO, F.; REYES-DÍAZ, M. & RISOPATRÓN, J. Criopreservación de espermatozoides de canino con extracto de
hojas de arándano (Vaccinium corymbosum L.). Int. J. Morphol., 34(2):653-659, 2016.

RESUMEN: La criopreservación espermática induce daño por estrés oxidativo en las células, lo que conlleva a un deterioro de
la calidad del semen descongelado. Los espermatozoides pueden ser protegidos de este daño, por la adición de antioxidantes al medio de
congelación. El objetivo de este estudio fue determinar el efecto de la adición de extracto de hojas de arándano (EHA) al medio de
congelación, sobre la calidad de espermatozoides de canino criopreservados. Espermatozoides desprovistos del plasma seminal fueron
congelados con diferentes concentraciones de EHA (0 %, control; 1 %, EHA1; 2 %, EHA2; 4 %, EHA4 y 6 %, EHA6) adicionadas al
medio de congelación. Post descongelación se evalúo la motilidad progresiva; la viabilidad e integridad de la membrana plasmática
(SYBR-14/PI) e integridad de la membrana acrosomal (FITC-PNA/PI) por citometría de flujo. La motilidad progresiva fue similar al
control con las concentraciones de EHA1y EHA4 (P >0,05), mientras que con las concentraciones de EHA2 y EHA6 se observó una
disminución significativa de este parámetro comparado con el control (P <0,01 y P <0,001 respectivamente). La adición de EHA1,
EHA2 y EHA4 al medio de congelación no presentó diferencias significativas respecto al control sobre la viabilidad e integridad de la
membrana plasmática (P >0,05); por el contrario, con la adición de EHA6 se observaron valores significativamente menores (P <0,001).
Los valores de integridad de la membrana acrosomal, con las diferentes concentraciones de EHA no presentaron diferencias significati-
vas respecto al control. En conclusión, los resultados obtenidos en este estudio revelaron que las concentraciones de EHA utilizadas no
fueron eficaces en mejorar la calidad del semen canino descongelado.
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INTRODUCCIÓN

 Durante la criopreservación de semen, la congelación
y posterior descongelación de éste conllevan a una baja ca-
lidad de los parámetros espermáticos en comparación al se-
men sin congelar, produciéndose cambios estructurales y
funcionales de los espermatozoides. La criopreservación
implica someter a los espermatozoides a situaciones que
implican cambios drásticos de temperaturas (shock térmi-
co), osmóticos y excesiva producción de especies reactivas
de oxigeno (EROS) conducentes a estrés oxidativo. Entre
los efectos perjudiciales de las EROS se describe la
peroxidación lipídica de la membrana plasmática, alteracio-
nes del acrosoma, cambios metabólicos, daños al ADN y
disminución del potencial fecundante de los
espermatozoides. En este contexto, numerosos estudios han
utilizado sustancias con acción protectora (antioxidante),
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para prevenir o bloquear el daño oxidativo y mejorar la ca-
lidad del semen descongelado (Michael et al., 2007; Neagu
et al., 2010; Daghigh-Kia et al., 2014).

 En la especie canina el semen criopreservado presenta
una baja sobrevida y una marcada reducción de la calidad
con rangos de fecundación generalmente menores que con
semen fresco. En esta especie los efectos perjudiciales de la
criopreservación incluyen disminución de la motilidad, pér-
dida de la viabilidad e integridad de la membrana plasmática
y acrosomal, afectándose además la translocación de
fosfatidilserina, los niveles de peróxido de hidrógeno
intracelular e integridad del ADN en los espermatozoides
descongelados (Kim et al., 2010; Oettlé, 1986; Salinas et
al., 2013). Se ha reportado que la adición de antioxidantes
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al medio de congelación ejercería un efecto positivo sobre
la calidad del semen canino descongelado, mejorando la
motilidad, viabilidad espermática e integridad de las mem-
branas (Michael et al.; Monteiro et al., 2009; Neagu et al.;
Gale et al., 2015).

 Últimamente ha surgido un interés creciente en el uso
de compuestos de origen vegetal, para ser adicionados a los
medios de congelación en la criopreservación de
espermatozoides. Se ha demostrado que la utilización de
extractos obtenidos de algunas hierbas es beneficiosa para
mejorar características espermáticas. Entre los extractos uti-
lizados en la criopreservación de espermatozoides podemos
mencionar: los extractos acuosos de raíz del ártico (Rhodiola
sacra) que reducirían el proceso de peroxidación lipídica du-
rante la congelación; extractos acuosos de romero
(Rosmarinus officinalis) serían benéficos para la viabilidad y
motilidad espermática, integridad acrosomal y funcionalidad
de la membrana plasmática; el hinojo (Foeniculum vulgare)
mejoraría la motilidad espermática y protegería contra la
peroxidación lipídica. Sin embargo, el té verde (Camellia
sinensis) no mejoraría la calidad de los espermatozoides des-
congelados (Zhao et al., 2009; Malo et al., 2010; Motlagh et
al., 2014; Gale et al.).

Es altamente conocida la riqueza antioxidante que
poseen los “berries”, entre ellos Vaccinium corymbosum L.
(arándano alto). Este arbusto, originario de Norteamérica,
se ha adaptado muy bien a las condiciones edáficas y
climáticas de la región centro sur de Chile, donde se ha es-
tablecido como un cultivo muy importante, debido a su alta
riqueza en antioxidantes. Estudios de la actividad
antioxidante (AA) en cultivares de esta especie han demos-
trado que esta actividad es mayor en hojas (Inostroza-
Blancheteau et al., 2014) que en frutos (Ribera et al., 2010),
la cual está dada tanto por antioxidantes enzimáticos (prin-
cipalmente SOD) como no enzimáticos (ácidos fenólicos,
flavonoides y antocianinas) (Reyes Díaz et al., 2011;
Inostroza-Blacheteau et al., 2014; Rojas-Lillo et al., 2014).
En la actualidad no existen estudios que hayan evaluado el
efecto de extracto de hojas de arándano (EHA) en semen de
canino criopreservado o en otras especies. Por ello, el pre-
sente estudio determinó el efecto de la adición al medio de
congelación espermática de diferentes concentraciones de
EHA sobre la calidad de semen canino descongelado.

MATERIAL Y MÉTODO

El estudio fue aprobado por el Comité Ético Cientí-
fico de la Universidad de La Frontera, Temuco, Chile. To-
dos los productos químicos utilizados fueron adquiridos de

Sigma (St. Louis MO, USA), a menos que se indique lo con-
trario. Todas las soluciones se prepararon utilizando agua de
un sistema Milli-Q Síntesis (Millipore, Bedford, MA, USA).

Lugar del estudio. Los experimentos conducentes a obte-
ner los extractos de hojas de arándano, fueron realizados en
el Centro de Interacción Suelo Planta y Biotecnología de
Recursos Naturales (BIOREN-UFRO) de la Universidad de
La Frontera. Los ensayos experimentales de criopreservación
de espermatozoides se realizaron en el Centro de
Biotecnología en Reproducción (CEBIOR-BIOREN), per-
teneciente a la Facultad de Medicina de la Universidad de
La Frontera.

Obtención de extracto acuoso de hojas de arándano
(EHA) . Se utilizaron hojas de arándano alto del cultivar co-
mercial Legacy. Para la obtención del EHA acuoso se reali-
zó una infusión según lo reportado por Malo et al. Breve-
mente, 0,15 g de hojas fueron añadidas a 100 mL de agua
calentada a 100 ºC y mantenidas a esta temperatura por 10
min. Una vez que el agua alcanzó los 25 ºC, la solución fue
filtrada para remover las hojas.

Animales. Como donantes de semen fueron utilizados cin-
co caninos adultos (Canis lupus familiaris), raza Chihuahua,
con peso promedio de 2.5±0.5 kg, y cuyas edades fluctua-
ron entre 1 a 4 años. Los animales pertenecientes a criado-
res privados fueron entrenados previamente como donantes
de semen y durante la etapa experimental se mantuvieron
por un periodo mínimo de abstinencia de tres días entre cada
colecta de semen. La condición sanitaria de los donantes
fue evaluada periódicamente por un médico veterinario y
fueron mantenidos con una dieta balanceada y agua ad
libitum.

Obtención y evaluación de los eyaculados. En cada ensa-
yo experimental (n= 15), las segundas fracciones ricas en
espermatozoides de los eyaculados fueron obtenidas por
manipulación digital en tubos graduados previamente
temperados. Las muestras fueron analizadas con respecto a
motilidad progresiva (ver en evaluaciones de parámetros
espermáticos) y concentración espermática. La concentra-
ción espermática fue determinada utilizando un fotómetro
SDM1 (SpermaCue, Minitüb, Tiefenbach, Germany). Sólo
muestras con una concentración ≥200x106 espermatozoides/
mL y una motilidad ≥70% fueron incluidas en el estudio
(Kim et al.). Posteriormente, alícuotas similares en concen-
tración espermática fueron mezcladas para obtener un pool
de semen con el propósito de aumentar el volumen y elimi-
nar la variabilidad entre las muestras a evaluar.

Criopreservación de espermatozoides de canino con me-
dios de congelación suplementados con diferentes con-
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centraciones de EHA: El procedimiento de congelación y
descongelación espermática se realizó de acuerdo al proto-
colo descrito previamente por Kim et al., con modificacio-
nes. En cada ensayo experimental el pool de semen fue di-
vidido en cinco alícuotas iguales, las cuales fueron
centrifugadas a 300 g por 5 min, el plasma seminal elimina-
do y el pellet de cada alícuota resuspendido en Tris (Tris
buffer–glucosa) y nuevamente centrifugadas. El
sobrenadante fue eliminado y cada pellet resuspendido
(200x106 espermatozoides/mL) en el medio de congelación
1 (Tris suplementado con 20 % [v/v] de yema de huevo y 3
% [v/v] de glicerol) suplementado con diferentes concen-
traciones de EHA y sin suplementación (control). Las con-
centraciones de EHA adicionadas al medio de congelación
1 fueron de un 1 % (v/v) de EHA (EHA1), 2 % (v/v) de
EHA (EHA2), 4 % (v/v) de EHA (EHA4), 6 % (v/v) de EHA
(EHA6) y sin EHA como control. Posteriormente las mues-
tras espermáticas fueron equilibradas a 4 ºC por 1 h y luego
cada muestra fue rediluida (1:1 v/v) con el medio de conge-
lación 2 [Tris suplementado con 20 % [v/v] yema de huevo,
7 % [v/v] glicerol y 1 % [v/v] de Equex STM paste (Nova
Chemical Sales, Scituate, MA, USA)]. La concentración fi-
nal de espermatozoides correspondió a 100x106

espermatozoides/mL. Transcurridos 10 min a 4 °C de equi-
librio con el medio de congelación 2, las muestras
espermáticas fueron guardadas en pajuelas de 0,5 mL y co-
locadas en atmósfera de vapor de nitrógeno líquido (LN

2
)

de manera horizontal, 4 cm sobre la superficie del LN
2
 du-

rante 10 minutos y posteriormente sumergidas y almacena-
das en LN

2
 a lo menos por un mes. Cada pajuela fue descon-

gelada en un baño de agua a 38 ºC por 60 s y el contenido de
cada una vaciado cuidadosamente en diferentes tubos con
medio de descongelación [Tris Buffer a un volumen de 1:2
(v/v)] y centrifugando a 300 g por 5 min, el sobrenadante
fue eliminado y el pellet resuspendido en medio Tris Buffer
a una concentración de 2x106 espermatozoides/mL. Alícuotas
de suspensión espermática de cada uno de los tubos fueron
utilizadas para la evaluación de los parámetros espermáticos
correspondientes.

Evaluación de parámetros espermáticos post-descongela-
ción: Los espermatozoides congelados con y sin EHA fueron
analizados post-descongelación con respecto a motilidad pro-
gresiva, viabilidad e integridad de la membrana plasmática
(VIMP) e integridad de la membrana acrosomal (IMA).

Motilidad Progresiva: La motilidad progresiva fue deter-
minada subjetivamente utilizando un microscopio de luz
(Carl Zeiss, Jena, Germany) con aumento de 400X. Diez
microlitros de cada suspensión espermática fueron coloca-
dos sobre un portaobjeto temperado y el porcentaje de
espermatozoides con motilidad progresiva fue determinado
por observación en un mínimo de 300 células, en seis cam-

pos diferentes. El promedio de seis estimaciones sucesivas
fue registrado como porcentaje de motilidad progresiva
(Risopatrón et al., 2002; Kim et al.).

Viabilidad e Integridad de Membrana plasmática: La
evaluación de los espermatozoides vivos con integridad de
la membrana plasmática se realizó con la técnica de tinción
fluorescente SYBR-14/PI (LIVE/DEAD® Sperm Viability
Kit, Molecular Probes L-7011, Eugene, OR, USA), de acuer-
do a lo descrito por Cheuqueman et al. (2012) con modifi-
caciones. A un volumen de 250 µl de suspensión espermática
(2x106 espermatozoides/mL) se adicionaron 1 µl de SYBR-
14 (10 mM en DMSO), luego de 7 min de incubación a 38
ºC, se adicionó 2 µl de Ioduro de Propidio (PI, 12 mM) in-
cubando 7 min adicionales a 38 ºC y lavando las suspen-
siones espermáticas por centrifugación a 300 x g por 5 mi-
nutos con 1 mL de Tris. Luego de eliminar el sobrenadante
el pellet fue resuspendido en 400 µl del mismo medio para
su análisis por citometría de flujo. Los espermatozoides ana-
lizados se clasificaron como vivos con membrana plasmática
intacta (SYBR-14 +/PI -), muertos (SYBR-14 - /PI +) y
moribundos (SYBR-14 + /PI +).

Integridad de la membrana acrosomal: La integridad de
la membrana del acrosoma fue evaluada en espermatozoides
vivos, utilizando la técnica de tinción fluorescente de
fluoresceína conjugada con Lectina de Arachis hypogaea
(peanut, FITC-PNA, L-7381, Sigma-Aldrich Co., St. Louis
MO, USA) y PI. El procedimiento se realizó en base a lo
descrito previamente por Kim et al. (2012) con modifica-
ciones. A alícuotas de 250 µl de suspensión espermática
(2x106 espermatozoides/mL) se adicionó 1 µl PI (250 mg/
mL) y 0,5 µl FITC-PNA (100 µg/mL). Luego de incubar a
38 ºC por 15 min se adicionó 1 mL de Tris centrifugando a
300 g por 5 min y eliminando el sobrenadante. La muestra
se resuspendió en 400 µl de Tris para su análisis por
citometría de flujo. Los espermatozoides fueron clasifica-
dos como vivos con acrosoma intacto (FITC-PNA- /PI-) y
vivos con acrosoma dañado (FITC-PNA+/PI-).

Citometría de flujo y obtención de datos: Las lecturas de
fluorescencia de los espermatozoides tratados con cada una
de las tinciones específicas se realizaron en un citómetro de
flujo FACS Canto II, Becton Dickinson, USA. Las células
fueron excitadas a una longitud de onda de 488 nm utilizando
un laser de Argón. Cada análisis incluyó 10.000
espermatozoides teñidos, los cuales fueron cuantificados si-
multáneamente para cada fluorescencia. Los datos fueron pro-
porcionados sobre una escala logarítmica y digitalizados uti-
lizando el software FACs DiVa 6.0, Becton Dickinson, USA.

Análisis estadísticos. Para el análisis de datos se utilizó el
software GraphPad Prism® versión 5.0 (GraphPad Software,
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San Diego, CA, USA). Los resultados fueron sometidos a
un test de normalidad para detectar distribución Gaussiana.
La prueba de análisis de la varianza (ANOVA) se aplicó
para cada evaluación, con el fin de comprobar la existencia
de diferencias significativas en los diferentes grupos expe-
rimentales. El test paramétrico de comparación múltiple de
Tuckey fue utilizado para establecer diferencias significati-
vas entre los diferentes grupos para cada una de los
parámetros espermáticos evaluados. Los resultados son pre-
sentados como promedio ± DE, con niveles de significancia
correspondientes a P <0,05.

RESULTADOS

Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la
motilidad progresiva: El efecto de la adición de diferentes
concentraciones de EHA al medio de congelación sobre la
motilidad progresiva en los espermatozoides de canino es
presentado en la Figura 1a. No fue observado un efecto po-
sitivo sobre la motilidad espermática con la adición de EHA
en ninguna de las concentraciones utilizadas con respecto al
control. Los grupos EHA1 y EHA4 no presentaron diferen-
cia significativa respecto al control (54,6 % y 53,8 % vs.
56,8 %; P >0,05), mientras que en los grupos EHA2 y EHA6
fueron observados valores de motilidad significativamente
menores que en el control (50,8 % y 47,6 %; P <0,01 y P
<0,001, respectivamente).

Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la
viabilidad e integridad de la membrana plasmática: Los
resultados de la adición de diferentes concentraciones de
EHA sobre la viabilidad e integridad de la membrana
plasmática de los espermatozoides de canino post-descon-
gelación son presentados en la Figura 1b. Ninguna de las
concentraciones de EHA fue eficaz en mejorar
significativamente los valores de VIMP en los
espermatozoides descongelados. Los grupos experimenta-
les EHA1, EHA2, EHA4 y el control no presentaron dife-
rencia significativa entre sí, con valores de VIMP de 55,3
%, 51,2 %, 52,0 % y 54,7%, respectivamente (P >0,05);
mientras que el grupo EHA6 presentó los valores más bajos
en este parámetro espermático (47,3 %) y significativamente
menores a los del control y grupo EHA1 (P <0,001).

Efecto de diferentes concentraciones de EHA sobre la
integridad de la membrana acrosomal: La calidad
espermática en términos de integridad de la membrana
acrosomal son presentados en la Figura 1c. En este parámetro
espermático no fueron observadas diferencias
estadísticamente significativas en ninguno de los grupos
experimentales con EHA, respecto al control sin EHA. Los

espermatozoides congelados con EHA6 presentaron los
menores valores de IMA y al contrario los espermatozoides
congelados con EHA4 presentaron los mayores valores de
IMA, siendo éstos significativamente diferentes entre sí (48,5
% y 55,7 %, P <0,01). Los valores de IMA observados en
los grupos EHA1, EHA2 y el control fueron de 53,8 %, 51,5
% y 53,8 %, respectivamente.

Fig. 1. Espermatozoides de canino congelados con diferentes con-
centraciones de extracto de hojas de arándano (EHA) adicionadas
al medio de congelación (Promedio ± DE). a) Motilidad progresi-
va, b) Viabilidad e integridad de la membrana plasmática y c) Inte-
gridad de la membrana acrosomal. EHA (0 %; Control), EHA1(1
%), EHA2 (2 %), EHA4 (4 %) y EHA6 (6 %). Diferentes letras
indican diferencias estadísticamente significativas (P <0,05).
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DISCUSIÓN

 El semen criopreservado presenta una baja sobrevida
y una marcada reducción de su calidad con rangos de fecun-
dación generalmente menores que con semen fresco. Se ha
reportado que la adición de antioxidantes al medio de con-
gelación ejerce un efecto positivo sobre la calidad del se-
men canino descongelado, mejorando la motilidad, viabili-
dad espermática e integridad de las membranas (Michael et
al.; Monteiro et al.; Neagu et al.).

 Hasta la fecha, no existe información disponible del
efecto del extracto de hojas de arándano en la
criopreservación de espermatozoides de mamífero, y este
estudio sería el primero que evalúa la suplementación del
medio de congelación con EHA en espermatozoides de ca-
nino, por lo cual no existen antecedentes que nos permitan
comparar nuestros resultados. En nuestro estudio, la adición
de extractos de hojas de arándano al medio de congelación,
con las concentraciones de EHA utilizadas no mejoró la
motilidad espermática del semen de canino descongelado.
Escasos estudios existen en espermatozoides de canino
criopreservados con antioxidantes de origen vegetal.
González et al. (2010), estudiaron la motilidad espermática
en canino adicionando romero al medio de congelación la
que se redujo significativamente, especialmente con la con-
centración más alta del extracto de romero. Este resultado
concuerda con nuestro estudio en que la concentración ma-
yor de EHA fue la más perjudicial. Estudios previos, en
espermatozoides de otras especies donde se ha adicionado
componentes de origen vegetal al medio de congelación han
demostrado diferentes efectos sobre la motilidad inmedia-
tamente post-descongelación. Al respecto, el uso de romero
en espermatozoides de cerdo (Malo et al., 2010), carnero
(Mascaro et al., 2013) y toro (Daghigh-Kia et al.), no ten-
dría efecto sobre la motilidad progresiva. Contrariamente,
Motlagh et al., observó en carnero que la utilización de ro-
mero en el medio de congelación mejoraría significa-
tivamente la motilidad progresiva inmediatamente después
de descongelar. De igual modo, la motilidad progresiva en
espermatozoides de carnero mejoró con adición de clavo de
olor (Syzygium aromaticum) y en cerdo el hinojo aumentó
la motilidad total (Baghshahi et al., 2014; Malo et al., 2012).

En este estudio ninguna de las concentraciones de
EHA utilizadas fue efectiva en mejorar la viabilidad e inte-
gridad de la membrana plasmática, y la mayor concentra-
ción disminuyó significativamente este parámetro. En cani-
no, González et al., describe que el uso de concentraciones
crecientes de romero serían inadecuadas para la
criopreservación, afectándose negativamente la viabilidad
e integridad de la membrana plasmática. Similarmente, nues-

tros resultados mostraron los menores rangos de este
parámetro con la mayor concentración de EHA. De igual
modo el romero e hinojo no presentan efectos significativos
respecto a la viabilidad espermática en espermatozoides de
cerdo inmediatamente descongelados (Malo et al., 2011,
2012). Por otro lado, el uso de té verde en esta especie no
mejoró la viabilidad e integridad de la membrana (Gale et
al.). Contrario a nuestros resultados, en espermatozoides de
toro y carnero, en que se evaluó el efecto del romero y clavo
de olor respectivamente, sobre la viabilidad espermática e
integridad de la membrana, se demostró que éstos fueron
efectivos en mejorar  este parámetro post descongelación
(Daghigh-Kia et al.; Baghshahi et al.).

Respecto a la integridad de la membrana acrosomal,
en este estudio se observó que los EHA no tendrían efecto
sobre este parámetro, ya que ninguna de las concentracio-
nes de EHA utilizadas produjo aumento o disminución sig-
nificativa en los porcentajes de integridad de la membrana
acrosomal en los espermatozoides descongelados. En cani-
no, González et al., observaron que el uso de romero no
sería beneficioso para mantener la integridad acrosomal, pues
los valores obtenidos post-descongelación fueron
significativamente menores que sin la adición de romero.
Similares resultados a nuestro estudio obtuvieron Motlagh
et al. y Malo et al. (2011) al adicionar extractos acuosos de
romero al medio de congelación de carnero y cerdo, en don-
de no hubo efecto sobre el estado acrosomal de los
espermatozoides descongelados. Igualmente, el uso de hi-
nojo y té verde en cerdo no mejoraría la integridad acrosomal
(Malo et al.; Gale et al.).

Del presente estudio puede concluirse que la adición
de extracto de hojas de arándano en las concentraciones uti-
lizadas no es un suplemento adecuado para adicionar al
medio de congelación en espermatozoides de canino, en re-
lación a las funciones espermáticas evaluadas.

DEPPE, M; PEZO, F.; REYES-DÍAZ, M. & RISOPATRÓN,
J. Cryopreservation of canine spermatozoa with blueberry leaf
extract (Vaccinium corymbosum L.). Int. J. Morphol., 34(2):653-
659, 2016.

SUMMARY:  During cryopreservation, oxidative stress
damage leads to a deterioration of the quality of thawed semen,
which could be reduced by the addition of antioxidants to freezing
extender. This study was designed to determine the effect of the
addition of blueberry leaf extract (EHA) to freezing extender, on
quality of cryopreserved canine sperms. Sperm devoid from seminal
plasma were frozen with different concentrations of EHA (0 %,
control; 1 %, EHA1; 2 %, EHA2; 4 %, EHA4 y 6 %, EHA6) added
to freezing extender. Post-thawing progressive motility was
evaluated; the viability and plasma membrane integrity (SYBR-

DEPPE, M; PEZO, F.; REYES-DÍAZ, M. & RISOPATRÓN, J. Criopreservación de espermatozoides de canino con extracto de hojas de arándano (Vaccinium corymbosum L.).
 Int. J. Morphol., 34(2):653-659, 2016.



658

14/PI) and acrosomal membrane integrity (FITC-PNA/PI) were
assessed by flow cytometry. Progressive motility was similar to
the control with concentrations of EHA1 and EHA4 (P >0.05); at
concentrations of EHA2 and EHA6 a significant decrease of this
parameter compared to control (P <0.01and P <0.001, respectively)
was observed. The addition of EHA1, EHA2 and EHA4 to the
freezing extender showed no significant differences with respect
to the control on viability and plasma membrane integrity (P >0.05);
however with the addition of EHA6 values significantly lower (P
<0.001) were exhibited. The concentrations of EHA used showed
no significant differences with respect to the control on acrosome
membrane integrity. In conclusion, the results of this study revealed
that none of the concentrations of EHA used were effective in
improving canine thawed semen quality.

KEY WORDS: Canine; Spermatozoa; Cryo-
preservation; Antioxidants; Blueberry.
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