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RESUMO 
O ensaio cometa é um teste genotoxicológico sensível, utilizado para verificar se há danos no DNA de células individuais. Além disso, possibilita a quantificação da fragmentação da fita de DNA. Nesse sentido, objetivou-se avaliar a integridade do DNA de sêmen caprino após o processo de criopreservação. Para realização deste estudo, foram selecionados cinco bodes da raça Anglo-Nubiana, todos em idade reprodutiva, clinicamente saudáveis e com escore de condição corporal de 3,5, referente a uma escala de 0 a 5. Após exame andrológico, foram realizadas: colheita, avaliação e criopreservação do sêmen. Foram formados um grupo controle (GC) e três grupos experimentais (GTris + gema de Numida meleagris a 2,5%, 5% e 10%). Posteriormente, procedeu-se a descongelação do sêmen e realização do teste cometa, a fim de verificar a existência de danos no DNA das células espermáticas. Observou-se, no teste cometa, que os três grupos experimentais foram igualmente semelhantes ao grupo controle, quanto ao tamanho da cauda de DNA formada. Dessa forma, demonstrando apenas a existência de leves danos no DNA espermático. Assim, concluí-se que o sêmen caprino após criopreservação, não apresentou fragmentações relevantes no DNA.
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ABSTRACT
The comet assay is a sensitive genotoxicological test, used to check for damage to the DNA of individual cells. In addition, it makes it possible to quantify the fragmentation of the DNA strand. In this sense, the objective was to evaluate the DNA integrity of goat semen after the cryopreservation process. To carry out this study, five Anglo-Nubian billy-goat were selected, all of reproductive age, clinically healthy and with a body condition score of 3.5, referring to a scale of 0 to 5. After andrological examination, semen collection, evaluation and cryopreservation were performed. A control group (GC) and three experimental groups were formed (GTris + 2.5%, 5% and 10% Numida meleagris yolk). Subsequently, the semen was thawed and the comet test was performed, in order to check the DNA damage of the sperm cells. In the comet test, it was observed that the three experimental groups were similar to the control group, in terms of the size of the DNA tail formed. Thus, demonstrating only the existence of slight damage to sperm DNA. Thus, it was concluded that the goat semen after cryopreservation, did not present relevant fragmentations in the DNA. 
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INTRODUÇÃO
A eletroforese em gel de célula única ou ensaio cometa é um teste de estudo genotoxicológico sensível, que avalia a presença de danos no DNA de células individuais, e ainda possibilita a quantificação de fragmentações na fita de DNA, quando presentes. Caracteriza-se por ser um método de custo relativamente baixo, de rápida execução, precisão e reprodutibilidade (PAOLO, 2006).
As células submetidas ao teste cometa são incluídas em gel de agarose e dispostas em uma fina camada sobre lâminas. Devido à ação de soluções específicas, as membranas das células, núcleo e organelas são rompidas; os componentes intracitoplasmáticos e proteínas nucleares são removidos, e o material restante é submetido à eletroforese. A partir do núcleo, fragmentos de DNA migram no sentido do anodo. Quanto mais intensa a indução de quebras, menores serão os fragmentos e maior a extensão de migração. Após coloração, o DNA danificado de uma célula individual revela-se com forma similar a de um cometa, com a cauda correspondendo aos fragmentos que migraram (PAOLO, 2006).
  A criopreservação do sêmen, geralmente, não altera o número de células espermáticas apoptóticas, uma vez que esta injúria ocorre durante a espermatogênese, sendo, dessa forma, uma causa de fragmentação de DNA testicular. Contudo, a criopreservação pode causar crioinjúrias aos espermatozoides. Pode-se citar como consequência à criopreservação do sêmen, o estresse oxidativo nos espermatozoides criopreservados, levando a fragmentação do DNA da célula (SIMÕES, 2010). 
De acordo com o exposto e diante da relevância da criopreservação de células espermáticas, bem como da manutenção de sua viabilidade após esse processo, objetivou-se avaliar a integridade do DNA de sêmen caprino após o processo de criopreservação. 
MATERIAL E MÉTODOS
	A pesquisa foi realizada no setor de Reprodução Animal da Universidade Federal do Piauí, Campus da Socopo. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Experimentação Animal da Universidade Estadual do Piauí sob o número de protocolo 07614/2018. 
	Foram selecionados cinco bodes da raça anglo nubiana, todos com idade reprodutiva, clinicamente saudáveis e com escore de condição corporal de 3,5 referente a uma escala de 0 a 5. Os bodes foram mantidos em baia coletiva, todos recebiam diariamente capim elefante (Penissetum purpureum) picado, concentrado proteico comercial contendo 16% PB (400g/animal/dia), sal mineral específico para caprinos e água ad libitum.
Antes da execução da pesquisa os bodes foram submetidos ao exame clínico/reprodutivo de modo a verificar a higidez geral, bem como dos órgãos reprodutivos, conforme estabelecido pelo Colégio Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 2013). 
Após as análises imediatas do sêmen, o volume total do pool foi dividido em três grupos experimentais: G1Tris + 2,5% de gema de ovo de Numida meleagris, G2Tris + 5% de gema de ovo de Numida meleagris e G3Tris + 10% de gema de ovo de Numida meleagris. Além desses grupos foi estabelecido um grupo controle: GCTris contendo 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus. Vale ressaltar que foi realizada a análise bromatológica da gema do ovo de Numida meleagris antes de sua utilização.
Foram realizadas 15 (quinze) colheitas seminais de cada reprodutor caprino. O prepúcio dos reprodutores foi devidamente higienizado antes das colheitas. Realizaram-se as colheitas pelo método de vagina artificial aquecida a temperatura de 38ºC (CBRA, 2013; QIN et al., 2018).
Em seguida foram realizadas todas as avaliações macroscópicas (aspecto, coloração, volume) e microscópicas (turbilhonamento, motilidade, vigor, morfologia e concentração espermática) dos ejaculados. 
Foram adicionados dois mililitros de diluente para cada grupo experimental. Em seguida, procedeu-se o envase de cada grupo em oito palhetas francesas de 0,25 mL (IMV Technologies, Campinas, São Paulo, Brasil) contendo 80 x 106 espermatozoides viáveis. 
O processo de criopreservação foi realizado utilizando um congelador automatizado programável TK 3000® (TK Tecnologia em Congelação LTDA, Uberaba, Brasil), seguindo as instruções do fabricante, selecionando a curva rápida (0,5ºC/min até 5ºC; 15ºC/min até -20ºC e 10ºC/min até -120ºC). Posteriormente, as amostras foram imersas em nitrogênio líquido (-196ºC) e, armazenadas em raques em botijões criogênicos.
Logo após a descongelação o sêmen foi avaliado novamente e submetido ao ensaio cometa. Foram transferidos 5 µL de cada amostra para microtubos contendo 75 µL de agarose de baixo ponto de fusão (1,5%) a 37ºC. Posteriormente, esta mistura homogeneizada foi transferida para lâminas pré-revestidas com agarose. Em seguida, as lâminas foram cobertas com lamínulas e colocadas a 3ºC durante 20 minutos. Por fim, as lamínulas foram removidas e as lâminas foram imersas em solução de lise por 48 horas.
Ulteriormente, as lâminas foram colocadas em cuba de eletroforese contendo solução tampão, para a desnaturação do DNA. Realizou-se a eletroforese e as lâminas foram neutralizadas e, em seguida, secas e armazenadas para análise posterior. Finalmente, as lâminas foram coradas com brometo de etídeo (20 mg/mL) e cobertas com uma lamínula.
A avaliação das lâminas foi feita em microscópio de imunofluorescência no aumento de 40x, em ensaio cego. Posteriormente, foram contabilizadas 200 células por animal (100 para cada exposição-aguda e crônica). As formas dos cometas seguirão um padrão estabelecido no laboratório. Foram utilizadas classes de 0 a 3, sendo 0 nenhum dano e três cauda do cometa superior a duas vezes o tamanho do nucleóide. A partir destes dados foi calculado o índice de danos e a frequência de danos, variando de 0 (ausência de danos) até 100 (dano máximo). As análises foram realizadas pelo programa OpenComet.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
Observou-se, no teste cometa, que os três grupos experimentais (G1Tris + 2,5%, G2Tris + 5% e G3Tris + 10% de gema de ovo de Numida meleagris) foram igualmente semelhantes ao grupo controle (GTris + 2,5% de gema de ovo de Gallus gallus domesticus), quanto ao tamanho da cauda de DNA formada. Vale salientar ainda que o grupo, G1Tris + 2,5% de gema de ovo de Numida meleagris, apresentou maior semelhança (27,6µm) ao grupo controle (28µm) quando comparado aos demais grupos experimentais, G2Tris + 5% e G3Tris + 10% de gema de ovo de Numida meleagris, 33,6µm e 39,8µm, respectivamente. 
	Segundo ANDRABI (2007), a técnica cometa tem a capacidade de estimar com precisão a porcentagem de espermatozoides com danos de cromatina, sendo assim, uma ferramenta importante em análises seminais de diversas espécies animais. SAKKAS et al. (2004) afirmam que a fragmentação do DNA pode prejudicar o processo de fertilização, e consequentemente a qualidade embrionária e seu desenvolvimento, levando a baixas taxas de prenhes. 
SIMÕES (2010) relataram que a fragmentação do DNA espermático pode ser decorrente de diversas causas, onde as mais comuns são deficiência de protamina, apoptose espermática e danos causados pelas espécies reativas de oxigênio (EROs), esse último pode ser desencadeado durante o processo de criopreservação. Fato este não observado neste estudo, pois não foi evidenciada fragmentação significativa na molécula de DNA das células espermáticas criopreservadas.
CONCLUSÃO
O sêmen caprino criopreservado em diluente Tris adicionado de gema de ovo de Numida meleagris, não apresentou fragmentações significativas na molécula de DNA pelo ensaio cometa, podendo ser um meio viável para a conservação do sêmen caprino. 
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