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1. INTRODUGAO

O setor equestre brasileiro movimenta anualmente mais de R$16 bilhdes e
é responsavel pela geracdo de cerca de 3 milhdes de empregos (MAPA, 2016).
Ao contrario de outras espécies de interesse comercial, onde a selegdo de
machos reprodutores se baseia na fertilidade, a escolha dos garanhdes é
determinada principalmente pelo pedigree, caracteristicas fenotipicas e
desempenho atlético (VARNER et al., 2015).

A anadlise espermatica em garanhdes geralmente inclui a avaliagdo da
motilidade total e progressiva, concentracdo de espermatozoides, morfologia,
além de parametros cinéticos como velocidade média, velocidade em linha reta,
velocidade curvilinea, retidao e linearidade (MEDICA et al., 2023). No entanto, as
analises convencionais, tanto macroscépicas quanto microscépicas, tém
mostrado limitagées na predigado precisa da fertilidade (SALAS-HUETOS et al.,
2023). Os parametros usados nessas analises ndo possuem a sensibilidade
diagnostica necessaria para diferenciar diferentes graus de fertilidade, uma
demanda comum na reproducgao equina (VARNER et al., 2015).

Nas ultimas décadas, houve um aumento significativo no uso de
biotecnologias reprodutivas no setor equestre, impulsionado pelo alto valor
econdmico desses animais e pela demanda crescente por cavalos de elite com
excelente desempenho (AZCONA et al., 2020). Nesse cenario, a identificagao de
biomarcadores de fertilidade, como os miRNAs, tém o potencial de melhorar a
avaliagao reprodutiva dos garanhdes, visto que os métodos tradicionais
apresentam baixa sensibilidade, o que pode acarretar prejuizos econdmicos ao
setor.

O trabalho teve o objetivo utilizar um método ndo supervisionados de
Machine Learning para identificar amostras de alta e baixa fertilidade em
garanhdes, com base no conjunto de dados fornecido pelas analises de
motilidade e cinética espermatica, fornecidas pelo sistema CASA
(Computer-Assisted Sperm Analysis). Este estudo foi um projeto piloto do
experimento que visa identificar miRNAs espermaticos biomarcadores para
analise de fertilidade em garanhdes utilizando qPCR.

2. METODOLOGIA

Foram analisadas amostras seminais de 28 garanhdes da raga Crioula,
clinicamente saudaveis e sexualmente ativos, fornecidas pela empresa Hartwig
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Fertilidade Equina, situada em Pelotas-RS. Um ejaculado foi obtido de cada
garanhao utilizando vagina artificial, imediatamente diluido, na propor¢ao de 1:1
(diluente: sémen) utilizando diluente comercial Botu-Sémen® (Botupharma,
Botucatu, SP, Brasil) e acondicionado em recipiente comercial para transporte das
amostras a 15°C até o laboratorio.

Os parametros de motilidade e cinética espermatica foram analisados
utiizando metodologia descrita por Domingues e colaboradores (2021). As
amostras foram avaliadas utilizando o sistema computadorizado CASA
(SpermVision®, Minitube, Alemanha). Foram avaliados os seguintes parametros:
motilidade total (TM) (%) e progressiva (PM) (%), distdncia média percorrida
(DAP) (um), distancia curvilinea (DCL) (um), distancia retilinea (DSL) (um),
velocidade média percorrida (VAP) (um/s), velocidade curvilinear (VCL) (um/s),
velocidade linear (VSL) (um/s), taxa de retilinearidade (STR) (%), linearidade (LIN)
(%), coeficiente de oscilagdo (WOB) (%), amplitude do deslocamento lateral da
cabeca (ALH) (um) e frequéncia do batimento flagelar (BCF) (Hz).

A andlise de dados foi realizada em Python, onde os dados foram
inicialmente pré-processados. As variaveis continuas foram padronizadas
utilizando o Z-Score, com o objetivo de evitar que variaveis em diferentes escalas
influenciassem indevidamente os resultados dos agrupamentos. Inicialmente,
aplicou-se uma analise de agrupamento hierarquico, através do método
aglomerativo, utilizando um dendrograma para visualizar a estrutura hierarquica,
ilustrando a relagéo entre as amostras e a distancia de agrupamento. A analise
nao hierarquica foi realizada utilizando o algoritmo K-means da biblioteca
Scikit-learn. Ambos os métodos utilizaram os dados padronizados.
Posteriormente, o método do Elbow foi empregado para confirmar o numero 6timo
de clusters na estrutura ndo hierarquica. Para avaliar a qualidade dos
clusters gerados, um grafico da silhueta foi construido, permitindo visualizar a
separagao e a compactagao dos grupos. O coeficiente de silhueta foi calculado
para quantificar a qualidade dos agrupamentos, fornecendo uma medida da
separacao entre os clusters. Para verificar se as variaveis analisadas diferiram
significativamente entre os clusters, aplicou-se uma ANOVA para cada uma das
variaveis selecionadas. O agrupamento resultante foi analisado de forma
bivariada em relagdo a cada caracteristica associada a motilidade celular e a
outros parametros de cinética espermatica. Para cada variavel, a estatistica F e o
valor-p foram calculados, permitindo identificar aquelas que mais contribuiram
para a separagao dos grupos e destacando as de maior poder discriminante entre
os clusters.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise visual do dendrograma indicou que o agrupamento em trés
clusters foi a melhor forma de representar a distribuicdo dos dados. A analise de
agrupamento utilizando o método K-means confirmou trés clusters como o
nuamero ideal, conforme sugerido pela curva de Elbow. Este método considera a
soma das distancias internas (WCSS) entre as observagdes e seus respectivos
centroides, e busca o ponto de inflexdo na curva, que indica o numero adequado
de clusters. O método Elbow mostrou uma queda acentuada no WCSS até trés
clusters, sugerindo que esse numero captura adequadamente as variagées nos
dados.

Para avaliar a qualidade dos agrupamentos gerados, foi utilizado o
coeficiente de silhueta, que fornece uma métrica de separagao entre os clusters,
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juntamente com a construgdo do grafico da silhueta para visualizar a
compactacao e a separacao entre os grupos. Os resultados do coeficiente de
silhueta foram os seguintes: 2 clusters: 0,4395; 3 clusters: 0,3919. Embora o
valor do coeficiente de silhueta para 2 clusters tenha sido ligeiramente maior
(0,4395), indicando uma melhor separagdo e compactagdo geral dos grupos,
optou-se pela divisdo em 3 clusters por diversos motivos praticos e analiticos.
Primeiramente, o método do Elbow e a analise hierarquica através do
dendrograma indicaram que a estrutura dos dados era mais bem representada
com trés grupos. A escolha por 3 clusters permite uma segmentagdo mais rica e
biologicamente relevante dos dados, fornecendo uma discriminacdo mais
detalhada entre diferentes niveis de qualidade espermatica. Com 3 clusters, foi
possivel identificar padrdes claros.

O primeiro grupo, denominado "alta fertilidade", inclui 15 amostras
caracterizadas por valores elevados em diversas variaveis relacionadas a
motilidade, como TM (motilidade total), PM (motilidade progressiva), VSL
(velocidade em linha reta) e VAP (velocidade média do trajeto). Este cluster
representa individuos com alta qualidade espermatica, evidenciada pela maior
velocidade e motilidade progressiva. O segundo grupo, identificado como
"fertilidade intermediaria", contém 8 amostras. Ele se diferencia por apresentar
valores intermediarios de TM e PM, além de caracteristicas moderadas em
termos de DAP (deslocamento curvilineo meédio) e DSL (deslocamento retilineo).
Essas amostras exibem velocidades mais baixas, como VAP e VCL (velocidade
curvilinea), quando comparadas ao cluster de alta fertilidade, sugerindo uma
qualidade espermatica moderada. O terceiro grupo, denominado "baixa
fertilidade", € composto por 5 amostras, caracterizado pelos menores valores de
TM e PM, além de apresentar as menores velocidades (VAP e VCL) e parametros
reduzidos, como DAP e DSL. Esse cluster reflete amostras com qualidade
espermatica significativamente inferior.

Com base nesses clusters, aplicou-se a ANOVA unidirecional para verificar
quais variaveis se diferenciavam significativamente entre os grupos. Os
resultados da ANOVA indicaram que variaveis relacionadas a cinética
espermatica apresentaram diferengas significativas entre os clusters. As variaveis
com maior poder discriminante incluiram a VCL (F = 52.86, p < 0.0001), DCL (F =
52.23, p < 0.0001) e DAP (F =49.00, p < 0.0001), seguidas por outros parametros
de cinética e motilidade espermatica. A motilidade € um dos principais parametros
utilizados para categorizar amostras de alta e baixa fertilidade (TURRI et al.,
2021). No entanto, apenas a motilidade total foi significativa para a clusterizagao
das amostras (p = 0.0001), a motilidade progressiva (PM) (p = 0.056) e WOB (p =
0.152) nao foram significativos para a diferenciagao dos grupos em nossa analise.
Nossos resultados corroboram parcialmente os achados de Trinque e
colaboradores (2023) que observaram correlagédo positiva entre TM, PM e
espermatozoides rapidos (RAP) com a fertilidade do sémen do garanh&o, sendo a
variavel RAP (que considerou VAP >70 um/s e STR >80%) a mais consistente
com a fertilidade.

Os resultados confirmam que as variaveis de velocidade curvilinear (VCL),
distancia curvilinea (DCL) e distancia média percorrida (DAP) desempenham
papeis criticos na separacdo dos grupos, sugerindo que diferentes perfis de
cinética celular estdo associados a diferentes condicdes de fertilidade. Variaveis
como VAP, VSL, DSL, ALH, BCF, LIN, STR e a tradicional motilidade total (TM)
também apresentaram diferengas significativas entre os grupos, reforgando a
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importancia da analise integrada de pardmetros para a categorizagdo das
amostras.

A separagdo clara entre os clusters com base nas variaveis avaliadas
destaca o potencial do uso de algoritmos ndo supervisionados para identificar
padrées biolégicos complexos. A analise de variancia revelou um grupo de
variaveis particularmente sensiveis para a diferenciacao dos perfis celulares, o
que pode ser util para investigagdes futuras.

4. CONCLUSOES

Esses resultados destacam a importadncia de multiplos parametros no
agrupamento de células em diferentes perfis de fertilidade e sugerem que
variaveis relacionadas a cinética espermatica sdo os principais discriminantes
entre os grupos.
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