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IDENTIFICACAO DE VIAS RELACIONADAS A DILATACAO CERVICAL EM
OVELHAS

RESUMO: O presente trabalho desenvolveu uma revisdo e prospeccdo de
dados em repositorio publicos e ja validados. O objetivo principal € identificar as
vias envolvidas na dilatacdo cervical, que sado conservadas entre bovinos e
ovinos na fase folicular e luteal do ciclo reprodutivo. Em bovinos foram
encontrados 1961 genes mais expressos na fase folicular e 1560 na fase luteal.
24 genes foram considerados exclusivos, desses, 18 genes na fase folicular e 6
genes na fase luteal. Em ovinos, 4595 genes foram diferentemente expressos
de um total de 19581 genes. Sendo 2126 mais expressos na fase folicular e 2469
genes mais expressos na fase luteal. 4 genes exclusivos foram encontrados na
fase folicular. O TFF1 (trefoil factor 1), € um dos genes de destaque na fase
folicular de bovinos. Na fase luteal, o TDGFL1 (teratocarcinoma-derived growth
factor 1) foi diferentemente expresso. Nos achados de ovinos, o DRD2
(dopamine Receptor D2) foi diferentemente expresso na fase folicular.Na fase
luteal, o ADAM7 (ADAM metallopeptidase domain 7) foi o gene de destaque. Os
genes Hoxb foram identificados em ambas as espécies e parecem estar
correlacionados com a via PI3K/Akt, podendo modular essa via ou serem
modulados. A PI3K/Akt também foi encontrada tanto em bovinos e ovinos,
aparecendo em destaque na fase folicular e na fase luteal de ambas as espécies.
Nossas analises tém apontado que a via PI3K/Akt e os genes Hoxb aparecem
em destaque, podendo modular e serem modulados em mecanismos que
envolvam alteracdes na cérvix. A PI3K/Akt parece ser uma importante via no
processo de relaxamento cervical.

Palavras-chave: transcriptoma, cérvix, reproducéo, ruminantes.



IDENTIFICATION OF THE PATHWAYS RELATED TO CERVICAL
DILATATION IN EWES

ABSTRACT: The present study developed a review and data mining in public
and already validated repository. The main objective is to identify the pathways
involved in cervical dilatation, which are conserved between cattle and sheep in
the follicular and luteal phases of the reproductive cycle. In cattle, 1961 genes
were found to be more expressed in the follicular phase and 1560 in the luteal
phase. 24 genes were considered exclusive of these, 18 genes in the follicular
phase and 6 genes in the luteal phase. In sheep, 4595 genes were differently
expressed from a total of 19581 genes. Being 2126 more expressed in the
follicular phase and 2469 genes more expressed in the luteal phase. 4 unique
genes were found in the follicular phase. TFF1 (trefoil factor 1) is one of the
prominent genes in the follicular phase of cattle. In the luteal phase, TDGF1
(teratocarcinoma-derived growth factor 1) was differently expressed. In sheep
findings, DRD2 (dopamine Receptor D2) was differently expressed in the
follicular phase. In the luteal phase, ADAM7 (ADAM metallopeptidase domain 7)
was the prominent gene. Hoxb genes were identified in both species and appear
to be correlated with the PI3K/Akt pathway and may modulate this pathway or be
modulated. PI3K/Akt was also found in both cattle and sheep, appearing
prominently in the follicular and luteal phases of both species. Our analyzes have
pointed out that the PI3K/Akt pathway and the Hoxb genes appear in prominence,
being able to modulate and be modulated in mechanisms that involve alterations
in the cervix. PI3K/Akt appears to be an important pathway in the cervical
relaxation process.

Keywords: transcriptome, cervix, reproduction, ruminants.



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais
1. INTRODUCAO

A inseminacéo artificial € uma biotécnica de suma importancia para o
aumento da rentabilidade do agronegdécio de pequenos ruminantes, obtendo-se
animais geneticamente superiores quanto a produtividade, fertilidade e a
resisténcia a doencas (Casali et al., 2017). Da mesma forma, a transferéncia de
embrides tem sido amplamente implementada a fim proporcionar um rapido
aumento na qualidade genética de rebanhos e em programas de conservagao
(Bartlewski et al., 2015). Ambas as biotécnicas seriam mais difundidas se
realizadas pela via transcervical, ndo requerendo submeter as fémeas a
procedimentos cirargicos (Fonseca et al., 2019).

A anatomia da cérvix € um dos principais limitantes a transposi¢éao cervical
em ovinos, devido ao numero, didmetro interno e distribuicdo dos anéis cervicais
(Kershaw et al., 2005), mesmo com a remodelacdo da cérvix durante a fase de
estro (Candappa e Bartlewski, 2012; Fonseca et al., 2016). O desafio é ainda
maior durante a fase luteal quando a colheita de embrides € realizada (Fonseca
et al., 2019). Uma série de estudos tentam desenvolver protocolos com
respostas satisfatorias de relaxamento cervical, para melhor aplicacdo das
biotécnicas reprodutivas (Fonseca et al., 2016). Na espécie ovina, tém-se
utilizado varios farmacos isoladamente ou em combinacfes para dilatar a cérvix
para inseminacao artificial transcervical (Candappa e Bartlewski, 2011), ou
mesmo para a colheita nao cirargica de embrides (Fonseca et al., 2019). Entre
as drogas utilizadas estdo: prostaglandinas sintéticas, ocitocina, misoprostol,
dinoprostona, horménio foliculo estimulante (FSH), benzoato de estradiol e
relaxina (Fonseca et al., 2019; Falchi et al., 2012; Bartlewski e Candappa, 2015;
Masoudi et al., 2017; Leite et al., 2018). Os resultados ainda sdo variaveis e
indicam a necessidade de melhor entendimento dos mecanismos envolvidos a
dilatac&o cervical.

O mecanismo de dilatagdo cervical em ovinos é complexo, com
envolvimento de varias substancias, proteinas, enzimas e horménios (Fonseca
et al, 2019). Em ruminantes, tanto no parto quanto no estro, 0 aumento da
concentracéo de estrOgeno parece iniciar uma cascata de eventos que culminam

com o relaxamento cervical (Landim-Alvarenga, 2012).



O estradiol folicular leva a um aumento na concentracéo de receptores de
ocitocina na cérvix (Falchi e Scaramuzzi, 2015). Essa ligacdo promove a
producdo de PGE2, essa, atuara tecido conjuntivo e nas células musculares
lisas, promovendo a dilatacao cervical (Koets et al., 1998).

A dilatacao cervical € um mecanismo natural que ocorre entre as espécies
em diferentes momentos do ciclo estral ou menstrual, e diversos estudos vem
buscando compreender esses processos fisioldgicos envolvidos. Wagner et al.
(2017) sugerem que mecanismos envolvidos na dilatagdo ou amadurecimento
cervical, possuem divergéncias entre as espécies, ocorrendo até em animais que
possuam ancestralidade comum. No caso da enzima 5-a-esterdide redutase
(SRD5A1) que é essencial na regulacdo e remodelacéo cervical é encontrada
em camundongos e nao encontrada em porquinhos da india, que pertence a uma
linhagem de roedores com ramificagdo basal (Lin et al., 2002). A enzima
HSD17B1 que possui funcdo de converter a estrona (E1) em 17beta-estradiol
(E2), ndo € expressa na cérvix do gamba e do rato, pouco expressa na céervix do
tatu, altamente expressa em cobaia em todas as etapas ciclo reprodutivo, e em
coelhos ao final da gestacdo, mesmo esses animais possuindo ancestralidade
comum (Wagner et al., 2017).

Desta forma, € sugerido que entre bovinos e ovinos que possuem
ancestrais comuns pode-se ter a conservacdo dos mecanismos de dilatacédo
cervical, como também variacdo desses mecanismos entre essas espécies.
Como as informacdes nesta tematica sao bastante restritas em ovinos. A espécie
bovina, possivelmente pode ser uma boa fonte de informacdes para identificar
mecanismos envolvidos na dilatacdo cervical que possam ser conservados em
ovinos. Na espécie bovina ha uma maior quantidade de dados de expressao

génica e esta espécie tem proximacao ancestral com ovinos.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Ciclo estral de Vacas

O ciclo estral é caracterizado como um evento que desencadeia
alteracdes hormonais e comportamentais na fémea para a reproducao (Revisado
por Forde et al., 2011). As fémeas bovinas apos a puberdade apresentam o ciclo

estral com duracgéo de 18 a 24 dias, com média de 21 dias (Neves et al., 2010).



A sua regulacdo ocorre através de mecanismos endocrinos e neuroendocrinos
controlado pelo eixo-hipotalamo-hipofisario através de hormoénios com diferentes
funcdes fisioldgicas.

Os hormoénios que controlam o ciclo, sdo produzidos pelo hipotalamo
(GnRH), pela hipéfise anterior (FSH e LH), pelos ovarios (estrégeno e
progesterona) e no utero (PGF2a) (Frandson et al., 2005). De forma simplista,
segundo Ginther et al. (1989) o GhRH promove a liberacédo do FSH e LH. O FSH
atuard na maturacdo de odcitos e e promocdo do crescimento das células
foliculares até o estdgio de foliculo pré-ovulatério, em seguida o LH fica
responsavel pela ovulacdo. O estradiol (E2) e a Progesterona (P4) produzidas
no ovario também estéo envolvidas no ciclo estral. O E2 produzido pelos foliculos
sera responsavel por sinas de receptividade, ja a P4 produzida pelo corpo lateo,
ser& responsavel pela manutencédo da prenhez.

O ciclo estral é caracterizado em duas fases distintas. A primeira fase é a
folicular, também conhecida como estrogénica, possui como eventos principais
o desenvolvimento dos foliculos e a alta concentracdo de estrogeno (Revisado
por Forde et al., 2011). A segunda fase é a luteal ou progesterénica (Hafez e
Hafez, 2004), possui como caracteristica principal o desenvolvimento do corpo
liteo e as altas concentracdes de P4 (Revisado por Mapletoft et al., 2009). Na
fase luteal também pode ocorrer a regressao do corpo lateo, promovendo o inicio
de um novo ciclo estral. (Revisado por Forde et al., 2011).

Uma carateristica das vacas é que possuem de duas a trés ondas
foliculares dentro do ciclo estral (Frandson et al., 2005). O ciclo estral de bovinos
possui 4 fases dentro de 21 dias, s&o esses, proestro, estro, metaestro e diestro
(Rathbone et al., 2001). O proestro possui duracdo média de 2 a 3 dias, sendo a
fase que caracterizada pela queda nos niveis de progesterona e aumento e dos
niveis de estradiol (Oliveira, 2006). O estro possui média de duracdo de 8 a 24
horas, sendo caracterizado quando ha receptividade sexual (Gonzalez et al.,
2002). O metaestro, possui duracdo média de 2 a 3 dias, sendo uma fase
caracteristica de bovinos pois é a fase que ocorre a ovulagdo (Oliveira, 2006).
Jé o diestro possui uma duracdo média de 14 dias, com altas concentragfes de
P4 para a manutenc¢éo da prenhez ou queda das concentracfes de P4 para inicio

de um novo ciclo (Martin, 2008).



2.2. Ciclo estral de Ovelhas

As ovelhas como séo consideradas poliéstricas estacionais, possuem uma
estacdo de monta variando de 1 a 20 ciclos estrais consecutivos, concentrados
em uma época do ano devido ao fotoperiodo (Fails e Magee, 2019). O ciclo estral
dos ovinos possui duracdo média de 17 dias, também possuindo a fase luteinica
(13 dias) e a fase folicular (4 dias) (Oliveira et al., 2013).

Como em bovinos, os ovinos também possuem o proestro, estro,
metaestro e diestro. O proestro possui duragdo média de 24 horas, sendo a
primeira fase do ciclo estral, compreendendo a fase de inicio da producédo de
muco vaginal, devido ao aumento crescente de estrégeno (Lobato et al., 2013).
Devido serem animais poliestricos, o proestro comeca apos a regressao do CL
1 ou 2 dias depois do ciclo estral anterior (Oliveira et al., 2013).

O estro possui média de 30 a 32 horas, e é caracterizado pela observacao
dos sinais externos, apresentando miccdo constante, cauda erguida e a baixa
ingestdo de alimentos com a fémea receptiva ao macho (Lobato et al., 2013).
Essas caracteristicas estdo relacionadas com o alto teor de estrégeno produzido
pelas células foliculares (Fails e Magee, 2019). Diferente dos bovinos, a ovulacdo
das ovelhas ocorre no terco final do estro (Oliveira et al., 2013).

Ja o0 metaestro possui duracéo de 12 a 36 horas, periodo que ndo ha mais
receptividade da fémea, pela diminuicdo dos niveis séricos de estrogeno e altos
niveis de progesterona pds ovulacdo (Lobato et al.,, 2013). O diestro, com
duracdo média de 14 dias, possui altas concentracdes de progesterona
produzida pelo corpo luteo, pois caso haja fecundacdo, ocorre a fixacdo do
embrido no Utero e posterior seguimento da gestacao, caso ndo ocorra penhez,
comecga um novo ciclo (Lobato et al., 2013).

2.3. Biotecnologias reprodutivas em ruminantes

A pecuaria nacional vem cada vez mais procurando estabelecer e aderir
estratégias tecnoldgicas para garantir maior retorno econémico e atender ao
maximo as exigéncias do mercado por produtos com seguranca e qualidade
(Janior et al., 2016). Além disso, alto ganho econdémico através do potencial
aumento do numero de descendentes de animais geneticamente superiores

(Bertolini e Bertolini, 2019). Em bovinos, as biotecnologias da reproducédo estao



totalmente atreladas aos altos niveis de produtividade e consequentemente o
sucesso da criacdo de bovinos no Brasil (Rodrigues e Rodrigues, 2009). Em
ovinos, as biotécnicas reprodutivas durante a estacdo reprodutiva ou nao
reprodutiva, tem como uma das finalidades, obter concentragbes de partos
durante essas estacgdes (Alvaro-Espino et al., 2019).

A utilizacdo dessas biotecnologias também visa aumentar a producédo de
alimentos, eficiéncia dos sistemas de producao e a qualidade dos produtos de
origem animal (Coutinho et al., 2010). Além disso, o aumento da eficiéncia na
selecdo genética (Rodrigues e Rodrigues, 2009).

As biotecnologias mais utilizadas sdo: a inseminagdo artificial,
criopreservacdo de gametas e embrides; superovulacdo e transferéncia de
embrides; sexagem embrionaria e espermatica; recuperacdo de O00citos;
fertilizacdo in vitro; clonagem, a transgenia e a biologia das células-tronco
(Bertolini e Bertolini, 2009).

No caso de ovinos, como biotécnica de destaque temos a inseminacgao
artificial (IA) e a transferéncia de embrides (Bertolini e Bertolini, 2009). No
entanto, ainda ha dificuldades na implantacdo dessas biotécnicas devido a
variabilidade da resposta aos protocolos hormonais e na implementacdo de

técnicas que precisam de transposicao via cervical.
2.4. Morfofisiologia Cervical de Vacas e Ovelhas

A cérvix é um o6rgdo que desempenha um importante papel de barreira
protetora do Utero, assegurando contra afeccfes externas, além de ser meio de
transporte e selecdo de espermatozoides (Hafez e Hafez, 2004). Em ovelhas, os
anéis cervicais adaptam-se um ao outro, ocluindo a cérvix que permanece
firmemente fechada até a chegada do estro, quando ocorre dilatacdo para a
passagem dos espermatozoides (Evans e Maxwell, 1990). A dilatacdo também
ocorre no parto para a passagem do feto (Jainudeen e Hafez, 2004).

No caso de ruminantes, a cérvix €& caracterizada como um O0Orgao
transverso ou espiralado, possuindo anéis fixos, com nameros e diametros
variando de acordo com a racga, idade, estacao, fase do ciclo estral e nimero de
partos (El Khalil et al., 2018). Os bovinos possuem menor quantidade de anéis
cervicais (média de 3), ja em ovinos (média 5) (Kershaw et al., 2005).

As ovelhas possuem particularidades em relacdo as outras espécies,



tendo como caracteristica principal, uma cérvix longa, tubular e fibrosa,
altamente tortuosa e anéis desalinhados (Kershaw et al., 2005). Essas
carateristicas da cérvix ovina, implicam a transposicdo do 6rgdo, o que acaba
limitando a implementacdo de biotécnicas reprodutivas via transcervical na
espécie.

Histologicamente, a cérvix possui uma organizacdo complexa, com
diferentes camadas, sendo elas, mucosa, muscular e serosa, organizadas
transversalmente (Moré, 1984). Ainda, segundo Schmitz et al. (2006) diferentes
tipos de células se comunicam de maneira autocrina ou paracrina para modificar
a composicao da matriz extracelular.

A cérvix também possui na sua composicdo o colageno, eslatina e
reticullina, sendo o coldgeno o principal componente da estrutura cervical,
responsavel pela elasticidade (Robinson et al., 2011). O colageno é composto
por varios aminoacidos, e esta presente em abundancia na matriz extracelular,
encontrando-se no tecido conectivo, musculatura lisa e vascular (Hafez e Hafez,
2004). No parto, a dissociacdo das fibras coldgenas, que se separam
acentuadamente umas das outras, provoca 0 afrouxamento dos tecidos
cervicais, promovendo a dilatacdo (Jainudeen e Hafez, 2004).

Outros componentes séo 0s proteoglicanos, acido hialurénico, sulfato de
codroitina-4-6, sulfato dermatanico, sulfato de heparina e sulfato de queratina,
na qual compdem a substancia basica do estroma cervical (Hafez e Hafez,
2004). Também possuem na composicdo da matriz, glicoproteinas, proteinases
e células inflamatorias, todos esses envolvidos na remodelacdo extracelular
durante o relaxamento cervical (Uldbjerb e Ulmnten, 1990). Ainda, células
inflamatoérias (IL-1 e IL-8) e células do sistema imunolégicos (macréfagos,
leucdcitos e eosindfilos), esses, presentes na remodelacao celular e relaxamento
da cérvix (Chwalisz et al., 1994). Um exemplo seria 0 aumento de até 8 vezes
da cérvix durante a prenhez, devido a uma diminuicdo dos componentes da
matriz, que pode ser influenciada pelo aumento da vascularizagdo junto a um
influxo de células inflamatorias (Hafez e Hafez, 2004). Além disso, segundo
Westerhausen-Larson (1996), ocorre destruicdo das fibras de coldgeno por
colagenases que sao recrutadas por neutrofilos.

Outro componente importante presente na cérvix, € o0 muco, constituido

de uma mistura heterogénea de mucinas, proteinas, agua e ions (Gipson, 2001).



As suas carateristicas mudam de acordo com a fase do ciclo estral, sendo na
fase folicular, uma consisténcia mais aquosa, para facilitar a passagem dos
espermatozoides e complementar a composi¢cdo do sémen e na fase Idtea, um
muco mais espesso e viscoso, formando uma barreira antimicrobiana (Eriksen
et al., 1998).

2.5. Mecanismos moleculares da dilatacdo cervical no estro e parto

O relaxamento cervical possui variacdes entre as espécies devido
conformacdes anatdmicas ou fisiolégicas. O mecanismo de dilatagdo cervical em
ovinos é complexo, com envolvimento de varias substancias, proteinas, enzimas
e hormoénios (Fonseca et al, 2019). Em ruminantes, tanto no parto quanto no
estro, o aumento da concentracdo de estrdgeno parece iniciar uma cascata de
eventos que culminam com o relaxamento cervical (Landim-Alvarenga, 2012).

No estro, ha uma facilidade de penetracédo pela cérvix em consequéncia
de um mecanismo natural de relaxamento cervical (Kershaw et al., 2005). O
estradiol folicular leva a um aumento na concentracdo de receptores de ocitocina
nas ceélulas epiteliais da camada da mucosa cervical (Falchi e Scaramuzzi,
2015). A ligagéo da ocitocina a seus receptores, promove a liberagdo de &cido
araquidénico, esse convertido pela ciclooxigenase 2 em prostaglandina H,
precursora da sintese de prostaglandina E2 (PGE2) (Falchi e Scaramuzzi, 2015).
Com isso, a PGE2 atuard tecido conjuntivo e nas células musculares lisas,
promovendo a dilatacdo cervical para facilitar o transporte de espermatozoides
(Fuchs et al., 2002).

A PGE2 promove alteracfes nas fibras de colageno através de receptores
especificos (EP2 e EP4), alterando a tensdo e favorecendo a capacidade de
distensédo da cérvix (Feltovich et al., 2005; Kershaw-Young et al., 2009). Essa
distensédo também é estimulada por glicosaminoglicanos, como € o caso do acido
hialurbnico, que tem sua sintese estimulada pela PGE2, na qual possui
caracteristicas hidrofilicas que separam as fibras de colageno por meio de uma
maior hidratacdo da matriz extracelular (Kershaw-Young et al., 2009).

O muco cervical também é importante no processo de dilatagédo, pois
possui uma interagdo indireta com o colageno (Fair et al., 2005). Isso ocorre
devido a presenca de metaloproteinases de matriz presentes no muco, essas,

causam degradacéo da matriz, promovendo a distens&o da cérvix (Becher et al.,



2004). No estro, quando se atinge o pico de estradiol, ocorre maior estimulo para
a secrecao do muco cervical, com consisténcia menos viscosa, lubrificando todo
o epitélio cervical (Hawk, 1983).

No parto, € necessério anteriormente um amadurecimento cervical por
meio da transformacao da matriz celular, para que ocorra a distensdo da cérvix
para a passagem do feto (Word et al., 2007; Mahendroo, 2012). O relaxamento
cervical durante o parto é resultado principalmente por conta das dispersdes das
ligacdes de coldgeno da matriz extracelular cervical (Gahlot et al., 2017). Os
hormoénios participantes do parto sdo: progesterona, estradiol, prostaglandinas
(principalmente a Prostaglandina E2 e a Prostaglandina F2a) e relaxina. Outros
compostos como acido hialurénico, citocinas (interleucinas 1 e 8 e fator de
necrose tumoral) e células inflamatérias (macréfagos e mondcitos) também
fazem parte do mecanismo de expulséo do feto (Uldbjerg e Ulmsten, 1990).

O relaxamento cervical em ruminantes € resultado de uma colagendlise e
recrutamento de leucdcitos, onde o inicio desse evento se d4 ao aumento da
pressao que o feto faz sobre a cérvix (Owiny et al., 1995). Mas antes de
acontecer o relaxamento, a cérvix passa por uma alteracdo de composicao
bioquimica no pré-parto, devido a modificagdo dos glicosaminoglicanos, com
consequente disperséo das fibras de coldgeno (Taverne, 1992). Posteriormente,
a cérvix fica mais maleavel, pois ocorre a reorganizacao das fibrilas de colageno
(Gahlot et al., 2017).

As alteracBes bioquimicas também ajudam nesse processo, pois devido
ao aumento da concentracao de acido hialurénico na cérvix no final da gestacéo,
ocorre o recrutamento das moléculas de dgua e aumento da hidratacdo da
matriz, o que também leva a disperséo das fibras de colageno (Takemura et al.,
2005). Além disso, o acido hialurénico induz o da producdo de citocinas
inflamatorias, que irdo estimular a migracdo de células inflamatorias, como
neutrdéfilos e eosindfilos, para o estroma, promovendo um processo inflamatério
e consequente dilatacao cervical (Junqueira et al., 1980).

Associado a diferenciacéo do colageno e processos bioquimicos, ocorre
também as mudancas hormonais. J& proOXimo ao parto, ocorre aumento da
producdo do hormdnio adrenocorticotrofico e do cortisol fetal, esses estimulam
0 utero a produzir prostaglandina (Riley e Challis, 1991). Essa prostaglandina
induz a queda de progesterona pela placenta com consequente queda de



concentracéo de progesterona (Challis et al., 2000). Como no estro, a PGE2 se
liga aos seus receptores e estimulando principalmente os receptores EP2 e EP4
promovendo o relaxamento da musculatura lisa (Kershaw-Young et al., 2009).

Outro hormonio envolvido é a relaxina, onde através do remodelamento
do tecido conectivo, promove o relaxamento cervical, pois durante a acao da
relaxina, ndo s6 ocorre uma quiescéncia do miométrio, como também aumentam
a concentracdo de precursores de prostaglandina que reflete em aumento na
producgao uterina de PGF2a e da producgao cervical de PGE2 (Koets et al., 1998).

Ja o estradiol promove desencadeamento da dilatacao cervical através
da inducéo de atividade da colagenase e promocao da remodelacao do colageno
(Rajabi et al., 1991). Ainda, estimula a expressao dos receptores de oxitocina no
Utero e liberacdo de prostaglandina, estando associado ao aumento da
concentracéo de prostaglandinas do miométrio (Gahlot et al., 2017).

A ocitocina aumenta a frequéncia de contracdes uterinas para expulséo
do feto (Hirst et al.,, 1993). A PGF2a esta associada com o aumento dos
receptores de ocitocina cervical (Weems; Weems; Randel et al., 2006). Assim,
para promover a expulsdo do feto, a ocitocina estimula as contra¢des uterinas e
estimula a liberacdo de prostaglandina no Utero e em outros tecidos (Blanks e
Thornton, 2003). Esse evento tem mais intensidade proximo ao parto e ocorre

até a expulsao do feto.
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CAPITULO 2 - Identificac&o de vias relacionadas a dilatagdo cervical em

ovelhas

RESUMO:

Introducédo: O presente trabalho desenvolveu uma revisdo e prospeccao de
dados em repositério publicos e ja validados. O objetivo principal é identificar as
vias envolvidas na dilatagdo cervical, que sado conservadas entre bovinos e
ovinos na fase folicular e luteal do ciclo reprodutivo.

Resultados: Em bovinos foram encontrados 1961 genes mais expressos na
fase folicular e 1560 na fase luteal. 24 genes foram considerados exclusivos,
desses, 18 genes na fase folicular e 6 genes na fase luteal. Em ovinos, 4595
genes foram diferentemente expressos de um total de 19581 genes. Sendo 2126
mais expressos na fase folicular e 2469 genes mais expressos na fase luteal. 4
genes exclusivos foram encontrados na fase folicular. O TFF1 (trefoil factor 1), é
um dos genes de destaque na fase folicular de bovinos. Na fase luteal , 0 TDGF1
(teratocarcinoma-derived growth factor 1) foi diferentemente expresso. Nos
achados de ovinos, o DRD2 (dopamine Receptor D2) foi diferentemente
expresso na fase folicular. Na fase luteal, o ADAM7 (ADAM metallopeptidase
domain 7) foi o gene de destaque. Os genes Hoxb foram identificados em ambas
as espécies e parecem estar correlacionados com a via PI3K/Akt, podendo
modular essa via ou serem modulados. A PI3K/Akt também foi encontrada tanto
em bovinos e ovinos, aparecendo em destaque na fase folicular e na fase luteal
de ambas as espécies.

Concluséo: Nossas andlises tém apontado que a via PI3K/Akt e os genes Hoxb
aparecem em destaque, podendo modular e serem modulados em mecanismos
gue envolvam alteracdes na cérvix. A PI3K/Akt parece ser uma importante via
no processo de relaxamento cervical.

Palavras-chaves: transcriptoma, cérvix, reproducéo, ruminantes.
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1. INTRODUCAO

A anatomia da cérvix ovina é um dos principais limitantes a transposicéo
cervical em ovinos, devido ao namero, diametro interno e distribuicdo dos anéis
cervicais (1). Mesmo com a remodelacdo cervical durante a fase de estro, a
penetracdo cervical para procedimentos de inseminacao artificial em ovelhas
permanece problematica (2,3). O desafio € ainda maior durante a fase luteal
guando a colheita de embribes € realizada (4). Uma série de estudos tentam
desenvolver protocolos com respostas satisfatorias de relaxamento cervical,
para melhor aplicacdo das biotécnicas reprodutivas (3). O mecanismo de
dilatagdo cervical em ovinos é complexo, com envolvimento de varias
substancias, proteinas, enzimas e horménios (4). Em ruminantes, tanto no parto
guanto no estro, o aumento da concentracdo de estrogeno parece iniciar uma
cascata de eventos que culminam com o relaxamento cervical (5). H4 um grande
obstaculo para desvendar os mecanismos do amadurecimento cervical, pois 0s
mecanismos em mamiferos sédo altamente variaveis no parto que é o momento
de maior dilatacdo. Um exemplo pratico seria que em humanos e primatas a
placenta produz grandes quantidades de progesterona durante a gravidez e o
parto. JA a maioria dos outros mamiferos placentarios, como ovelha,
camundongo, coelho e rato, tem uma abstinéncia sistémica de progesterona, na
qgual a concentracao sérica de progesterona diminui antes do inicio do trabalho
de parto (6).

A enzima 5-a-esteréide redutase (SRD5A1) € essencial na regulagéo e
remodelacdo cervical e ja foi observado que a expressdo de mRNA de
SRD5A1 € encontrada apenas em camundongos, sugerindo que esse
mecanismo bem documentado de amadurecimento cervical é especifico para
murinos, ndo encontrado em porquinhos da india, que pertence a uma
linhagem de roedores com ramificacdo basal (7). Também ja foi relatado que
a que a enzima HSD17B1, conhecida principalmente por seu papel na sintese
de estradiol, ndo € expressa na cérvix do gamba e do rato, pouco expressa na
cérvix do tatu, altamente expressa em cobaia em todas a etapas ciclo
reprodutivo, e em coelhos ao final da gestacéo (8). Desta forma, é sugerido
gue em espécies com ancestrais comuns pode-se ter a conservagdo dos

mecanismos de dilatagdo cervical, como também variacdo desses
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mecanismos entre as espécies.

Foi desenvolvido uma revisdo e prospeccao de dados em repositorio
publicos e ja validados. Formulamos a hipdtese de que genes expressos
diferencialmente e processos biolégicos divergentes indicariam diferencas e
semelhancas relacionadas ao relaxamento cervical de vacas e ovelhas. O
objetivo principal é identificar as vias envolvidas na dilatacéo cervical, que séo
conservadas entre bovinos e ovinos na fase folicular e estral do ciclo
reprodutivo. Tais resultados serdo importantes para entendermos melhor o
mecanismo de dilatacdo cervical em ovelhas, podendo indicar as vias de
sinalizacdo, que possivelmente, venham ajudar a entender e melhorar a
eficiéncia dos protocolos de relaxamento cervical. Assim, consequentemente

melhorar a aplicacéo de biotécnicas reprodutivas na espécie.

2. RESULTADOS

Em bovinos foram encontrados 1961 genes mais expressos (padj<0.1 e
|log2foldchange|>0,6) na fase folicular e 1560 na fase luteal. 24 genes foram
considerados exclusivos, desses, 18 genes na fase folicular e 6 genes na fase
luteal. Em ovinos, 4595 genes foram diferentemente expressos (padj<0.1 e
|log2foldchange|>0,6) de um total de 19581 genes. Sendo 2126 mais expressos
na fase folicular e 2469 genes mais expressos na fase luteal. 4 genes exclusivos
foram encontrados na fase folicular.

As vias de sinalizacdo encontradas tém funcbes e intensidades de
expressao diferentes de acordo com a fase do ciclo estral. As vias de sinalizagéo
estdo ligadas a genes de diferentes categorias: receptores adrenérgicos,
dopaminérgicos, purinérgicos, fatores de crescimento, tumorigénese,
hematopoiese, regulacdo e condensacdo da cromatina, regulacdo da

transcricdo, mucinas, ligantes hormonais, cartilagem e genes envolvidos na
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vasoconstricdo, vasodilatacao e contragao muscular.
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Figura 1. Resumo da analise de diferenca de expressao génica da cérvix bovina
na fase folicular e estral. (A) Volcano do sequenciamento de RNA (RNAseq)
comparando a fase folicular e estral. (B) Analise de PCA. (C) Analise de redes
com base no enriquecimento da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto
[KEGG] de genes diferencialmente expressos (D) Rede enriquecida de vias e
genes expressos na fase folicular e luteal da cérvix bovina.

Na figura 1 sdo apresentadas um resumo das analises de diferenca de
expressao génica em bovinos na fase folicular e luteal. Os genes diferentemente
expressos podem ser visualizados em volcano plot na Figura 1A, sendo os genes
em vermelhos na fase folicular e os genes em azul na fase luteal. Na fase
folicular, ENSBTAG00000048276 (trefoil factor 1), TMPRSS11B N terminal-like
(TMPRSS11BNL), LOC112441508 e BPI fold containing family A, member 2B
(BPIFA2B) foram mais expressos. Na fase luteal, os genes diferentemente mais
expressos foram ENSBTAG00000011470, transmembrane inner ear (TMIE),
teratocarcinoma-derived growth factor 1 (TDGF1), LDL receptor related protein
2 (LRP2), solute carrier family 30 member 8 (SLC30A8). Na Figura 1B temos o0s
resultados da analise de PCA, demonstrando a clusterizacdo dos dados. Na
Figura 1C sdo mostradas 30 vias diferentes que sdo moduladas por esses genes,
sendo a via PI3K/Akt com maior numero de genes expressos. Na Figura 1D
temos a rede de genes com diferentes expressdes na qual pode ser observado

a interpelacdo dos genes com as demais vias. Podemos observar a via PI3K/Akt



19
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Figura 2 . Resumo da andlise de diferenca de expressado génica da cérvix ovina
na fase folicular versus luteal. (A) Volcano plot do sequenciamento de RNA
(RNAseq) comparando a fase folicular e estral. (B) Analise de PCA. (C) Analise
de redes com base no enriquecimento da Enciclopédia de Genes e Genomas de
Kyoto [KEGG] de genes diferencialmente expressos (D) Rede enriquecida de
vias e genes expressos na fase folicular e luteal da cérvix ovina.

Na figura 2 sdo apresentadas as Andlises de diferenca de expresséo
génica em ovinos na fase folicular e luteal. Os genes diferentemente expressos
podem ser visualizados no volcano plot na Figura 2A, sendo 0s genes em
vermelhos na fase folicular e os genes em azul na fase luteal. Na fase folicular,
Dopamine Receptor D2 (DRD2), ENSOARGO00020011601, Srecreted
LY6/PLAUR domain containing 1 (SLURP1), ENSOARG00020000537,
Keratinocyte differentiation associated protein (KRTDAP) foram o0s
diferentemente expressos. Na fase luteal os genes mais expressos foram,
ENSOARG00020024493, ADAM metallopeptidase domain 7 (ADAMT7), keratin,
type Il microfibrillar, component 5-like (KRT85), ENSOARG00020010220,
ENSOARG00020015599. Na Figura 2B temos os resultados da analise de PCA,
demonstrando a clusterizacao dos dados. Na Figura 2C s&o mostradas 30 vias
diferentes que sdo moduladas por esses genes, sendo a via Neuroactive ligand-
receptor interaction com maior nimero de genes expressos, seguido da via

PI3K/Akt. Na Figura 1D temos a rede de genes com diferentes expressdes na
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qual pode ser observado a inter-relacdo dos genes com as demais vias. Também
podemos observar a via PI3K/Akt proximo centro da rede e perifericamente as

as vias de sinalizacao da Ras e da RAP1.
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Figura 3 - Andlise de enriquecimento de vias KEGG que podem ser reguladas
pelos fatores de transcrigcdo chave em bovinos. (A) Principais vias génicas com
interacdo com os genes chaves(B) Analise de redes génicas com interagdo com
0S genes chaves.

Na Figura 3 sdo mostradas o resumo da modulacédo dos genes chaves e
seus possiveis alvos na cérvix bovina (Figura 3 A). Essas vias podem estar
sendo moduladas pelos genes chaves. O gene chave é considerado o maior
grau de conectividade aos demais genes para promog¢ao de um evento molecular
(8). Na rede de interacdo Figura 3B, novamente a via PI3K/Akt aparece
novamente sendo modulada. Na Figura 4 temos as vias relacionadas com 0s
genes chaves em ovinos. Na Figura 4 A temos as principais vias relacionadas
aos genes chaves e a rede de vias com a PI3K/Akt no centro, também modulada

por esses genes chaves (Figura 4 B).
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Figura 4 - Andlise de enriquecimento de vias KEGG que podem ser reguladas
pelos fatores de transcricdo chave em ovinos(A) Principais vias génicas com
interacdo com os genes chaves(B) Andlise de redes génicas com interagdo com
0S genes chaves.

Na Figura 5 sdo apresentados vias e genes que podem ser modulados
pelos genes Hoxb em bovinos (Figura 5) e ovinos (Figura 6). Os genes Hox sé&o
essenciais no direcionamento para posterior desenvolvimento dos tecidos na
fase embrionaria (9). Pode-se observar que a via PI3K/akt aparece sendo
modulada por esses genes Hox, tanto na fase folicular como na luteal,
aparecendo em destaque nas redes de interacdo. Também é observado nas
redes de interacdo, que varios outros genes também podem estar sendo
modulados pelos Hoxb genes. Esses resultados foram obtidos utilizando a
correlacdo de Spearman com o valor de P < 0.05 e o valor de R absoluto maior

que 0.5.
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Figura 5 - Andlise de enriquecimento de vias KEGG que podem ser reguladas
pelos Hox genes em bovinos. (A)-Hoxb3, (B)-Hoxb8, (C)-Hoxb9, (D)-Hoxb3, (E)-
Hoxb8, (F)- Hoxb9.
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pelos Hox genes em ovinos. (A)-Hoxb2, (B)-Hoxb3, (C)-Hoxb2, (D)-Hoxb3.

No material suplementar, sdo demonstrados 0s genes chaves mais
expressos em bovinos (tabela 1) e ovinos (tabela2). Na fase folicular (Log Fold
Change Positivo) e luteal (Log Fold Change Negativo). Como gene chave mais
expresso na fase folicular em bovinos, o mucin 1 (MUC1) (Log Fold Change
1.5759491672159) possui papel fundamental no mecanismo cervical. Para
ovinos, 0s genes chaves mais expressos na cervix de ovelhas na fase folicular e
luteal, s&o demostrados na Tabela 2. O gene chave mais expresso na fase
folicular de ovelhas foi o Estrogen receptor 1 (ESR1) (Log Fold Change de
1.01079315236001) e o Estrogen receptor 1 (ESR?2) foi altamente expresso na
fase luteal (Log Fold Change de -1.10402057614656).

Na Tabela 3 sdo demostrados os 100 genes mais expressos na fase
folicular e luteal de bovinos encontrados na avaliagdo. O BPI fold containing
family A, member 22 (BPIFA2A) foi altamente expresso (Log Fold Change de
10.4876703575293) na fase folicular. Bem expresso na fase luteal em bovinos
Tabela 3, o angiotensinogénio (AGT) (Log Fold Change de -7.72323486386274),
participante do sistema renina-angiotensina (SRA). Os 100 genes mais
expressos na fase folicular e luteal da cérvix de ovelhas sdo demonstradas na
Tabela 4. Encontrado na fase folicular, o Trefoil factor 1 (TFF1) (Log Fold Change
5.31535865509055), j& na fase luteal, o ADAM metallopeptidade domain 7
(ADAMY7) foi o gene mais expresso (Log Fold Change de 5.58250234721926).

Os genes considerados exclusivos na cérvix bovina na fase folicular e
luteal sédo apresentados na Tabela 5. Foram encontrados 23 genes, sendo 17
genes na fase folicular (Log Fold Change Positivo) e 6 genes na fase luteal (Log
Fold Change Negativo). O BPI (BPIFA2B) foi 0 mais expresso na fase folicular
da cérvix bovina (Log Fold Change de 8.01169488659356) e o Retinol
dehydrogenase 16 (RDH16) (Log Fold Change de -5.30278893747946) mais

expresso na fase luteal.

3. DISCUSSAO
A cérvix é uma estrutura fibrosa complexa que sofre modificacdes estruturais

de acordo com a fase do ciclo estral. Na fase folicular a cérvix fica mais aberta
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para a recepcao e transporte de espermatozoides (1). Ja na fase luteal o canal
cervical fica totalmente fechado para protecdo contra microrganismos
patogénicos (10). Existe um interesse biotécnico na dilatacdo cervical durante a
fase luteal em ovelhas devido a dificuldade de transposicao da cérvix. Existe na
literatura mais informacdes relacionadas a bovinos. Assim, uma comparacéo dos
mecanismos entre ovinos e bovinos pode ser uma alternativa para melhor
entendimento do evento relaxamento cervical. Nossos achados apontam para
diferencas moleculares na fisiologia cervical de bovinos e ovinos.

Na fase folicular de bovinos foram encontrados 4 genes diferentemente
expressos: TFF1, TMPRSS11BNL, LOC112441508 e BPIFA2B. O TFF1 ¢é
codificado por um gene responsivo ao estrogénio (11,12). Ha relatos de que
sintese de mucinas secretoras € tipicamente acompanhada por co-secrecao de
peptideos de TTF (13). Os peptideos TFF ajudam a manter a integridade da
superficie de epitélios mucosos. A expressdao de TFF1l ja foi relatada em
pequenas quantidades na endocérvice humana (14). Esses peptideos trifilicos
estdo envolvidos na protecao e restauracdes de epitélios (15) além de se ligarem
a mucinas (16,17) e proteinas associadas a mucina (18). Na fase folicular tem
grande quantidade de producdo de muco cervical. Esse muco cervical ajuda na
dilatac&o cervical, devido a liberacdo de substancias que se ligam ao colageno
e causam distensdo das fibras. A TMPRSS11B também encontrada na fase
folicular, € um membro da serina protease tipo tripsina tipo Il (19), expressa na
superficie celular (20). Ha relatos de dados da analise de imuno-histoquimica
gue mostram que TMPRSS11B € expressa em tecidos de alguns tipos de cancer
(20). As serinas proteases estdo relacionadas expressdo de citocinas proé-
inflamatérias (21). O processo inflamatério € importante no mecanismo de
dilatacdo, pois recruta células de defesas. O neutréfilo por exemplo, parece ser
um importante componente para o amolecimento cervical, pois a colagenase
liberada por neutrofilos é muito importante para o rompimento das fibras
colagenas, que sdo o0s principais elementos estruturais da ceérvix. Esse
rompimento casa distenséao do 6rgao (22).

O BPIFA2B, altamente expresso na fase folicular da cérvix bovina, &
encontrado nos granulos secretores dos neutrofilos e € secretado em resposta a
ativacao da sinalizacdo mediada pelo receptor Toll-like (TLR), em que atua como

uma proteina efetora imune inata permeabilizando a membrana plasmatica de
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bactérias Gram negativas (23)(24,25). No estro a cérvix fica aberta sob o efeito
do estrégeno, com isso o canal aberto permite a entrada de bactérias da
microbiota normal da vagina para o interior do [limen uterino. Assim, o BPIFA2B
pode ter seu papel relacionado a atividade antimicrobiana. Esse gene também é
considerado exclusivo na cérvix bovina na fase estral (Tabela 5).

Na fase luteal em bovinos, os 5 genes diferentemente expressos foram
ENSBTAG00000011470, TMIE, TDGF1, LRP2, SLC30A8. O TMIE ja relatado
em camundongos e ratos adultos é expresso em varios tecidos (26). No entanto,
ainda é incerto o papel do TMIE, apenas h& conclusbes de alteracbes em
camundongos com déficit de TMIE no ouvido interno, pois este gene esta
envolvido mecanotransducéo sensorial nas células ciliadas da coclea (27). Em
outros tecidos, seja em humanos, ratos ou outros mamiferos, ndo ha relatos das
funcbes de TMIE. J& foi identificado o inibidor de proteina de STAT3 como um
potencial parceiro de ligacdo (28). O STATS3 ja é relatado na remodelacdo do
estroma e epitélio uterino na fase luteal, principalmente durante a implantacao
embrionéria (29). Com isso, o TMIE pode estar envolvido na mecanotransducgao
de sinais que envolvam modificacdes estruturais na cérvix.

O TDGF1 é um membro da familia do fator de crescimento epidérmico
(EGF) - Cripto-1/ ligante relacionado ao fator de crescimento fibroblastico (FRL1)
e atua como ligante para ativacdo da via src-Akt (30) e esta envolvido na
embriogénese e tumorigénese (31,32). (33) Sua participacéo é essencial para o
desenvolvimento embrionario inicial e mantém a pluripoténcia das células-tronco
embrionarias em camundongos e em bovinos (34,35). Formas soluveis
secretadas de TDGF1 também podem ativar a via PI3K/Akt (36). Semelhante a
outros membros da familia EGF, pode estimular a proliferacéo celular, migracéo,
angiogénese, invasado, sobrevivéncia celular e transicdo epitelial-mesenquimal
(37,38). A cérvix sofre mudancas fisicas e estruturais ao decorrer das fases do
ciclo estral, assim, como esse gene esta totalmente relacionado com a
estimulacao, crescimento e a diferenciacao celular, sua acdo pode estar ligada
a essas mudancas fisicas no orgdo. Outro gene altamente expresso na fase
luteal em bovinos é o LEP2, um receptor endocitico e fortemente expresso em
tipos de células epiteliais e de tecidos responsivos a esteroides, particularmente
nos 6rgdos reprodutivos masculinos e femininos, como epididimo, prostata,

ovarios e utero (39). A sua acdo nos sistemas reprodutivos femininos esta
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relacionada a alterac@o da arquitetura uterina sendo regulados positivamente por
P4 (40). Assim, € um gene que também pode ter efeitos sobre a carateristicas
mecanicas cervicais.

Em ovinos, fase folicular os 5 genes foram diferentemente expressos,
DRD2, ENSOARG00020011601, SLURP1, ENSOARG00020000537, KRTDAP.
O DRD2 que é considerado um receptor de dopamina com fung¢do no controle
motor e atividades neuroenddcrinas (41). Nos orgaos reprodutivos masculinos,
o DRD2 tem sido relacionado a estimulacdo da erecédo peniana, mediada pela
via da ocitocina. (42,43). Em fémeas, a ocitocina é uma das responsaveis pela
excitabilidade e contratilidade do utero, desta forma, DRD2 como receptor
dopaminérgico, pode atuar direto ou indiretamente para que ocorra esses
estimulos. O SLURPL1 facilita o desenvolvimento funcional de células T e suprime
a producdo de TNF-a (Fator de necrose tumoral alfa) por células T, secrecéo de
IL-1 b e IL-6 por macrofagos, e em humanos a secrecéao de IL-8 pelo intestino
(44). Essa afinidade pelas interleucinas e pelo fator de necrose tumoral, pode ter
ligagdo ao mecanismo de dilatagdo cervical, pois essas interleucinas atuam
ativamente sob a remodelacdo celular da cérvix e, consequentemente, sob o
relaxamento cervical (45,46). Esses dois genes também estdo em destaque
entre os 100 genes mais expressos na fase folicular de ovelhas (Tabela 4).

Na fase Iuteal os genes mais diferentemente expressos foram,
ENSOARG00020024493,  ADAM?7, KRT85, ENSOARG00020010220,
ENSOARGO00020015599. O ADAMY7 ja é relatado como predominantemente
expresso no epididimo e na pituitaria anterior masculina e feminina (47). Mais
recentemente, foi relatado que a superexpressdo de ADAM7 promoveu
fortemente a proliferagéo, migracao e invasao celular e inibiu a apoptose celular
em células trofoblasticas (48). Ainda, ha relatos de que metaloproteinases de
matriz, como é o caso do ADAM7, promovem a degradacdo do colageno, na
intencdo regular a sobrevivéncia, o crescimento, a migragéo e a invasédo das
células cancerigenas (49,50). Como o colageno é um dos componentes da
cérvix, € sugerido que esse gene também atue nesse 6rgdo, causando
modificagdes. Durante a dilatagéo cervical, o ocorre a separagéo dos feixes de
colageno por meio de uma maior perfusdo hidrica na membrana extracelular
cervical e uma degradacéo do colageno por metaloproteinases de matriz (51).
Kershaw et al. (2007) e Rodriguez-Pifion et al. (2015) (52,53) sugerem que a
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desagregacao das fibras de coldgeno ocorre desde a fase lutea tardia até a
ovulacdo, seguida pela degradacao enzimatica do colageno. Esse gene também
estd em destaque entre os 100 genes mais expressos na fase luteal de ovelhas
(Tabela 4).

Nas nossas analises os Hoxb genes foram encontrados tantos em bovinos
guanto em ovinos e a sua regulacdo pode estar envolvida na via PI3K/Akt. Os
genes Hox séo considerados membros da familia de fatores de transcricdo
homedticos, séo eles que véao especificar e direcionar a formacao dos tecidos no
embrido (9). Os genes Hox codificam uma classe de fatores de transcricdo que
desempenham um papel importante na padronizacdo do desenvolvimento axial
dos vertebrados (54,55). O Hoxb2 parece estar envolvido especificamente no
desenvolvimento de neurdnios motores (56). O Hoxb9, controla a especificacéo
dos elementos esqueléticos toracicos e o desenvolvimento da glandula mamaria
e na regulacdo de varios cancer humanos (54,55,56,57). Hoxb8, ja foi relatado
gque a sua superexpressdo em células progenitoras hematopoiéticas, na
presenca de altas concentracdes de IL-3, permite a geracao de linhagens de
células mieloides dependentes de fator de crescimento capazes de
autorrenovacao (61-63). (64) forneceu evidéncias de que a expressao
diferencial de alguns genes Hox, como os Hoxb2, Hoxb4, Hoxb9 podem estar
envolvidos na diferenciacdo de musculos, onde esses genes parecem modular
o destino muscular das células satélites durante a miogénese. Mas no geral, o
papel dessas proteinas Hox no epitélio cervical ainda ndo séo esclarecidas (65).

Esses Hoxb genes parecem estar envolvidos em diversos processos
biolégicos, como na formacgéo de érgaos e musculos (66). Como a cérvix passa
por diferencas estruturais, quimicas e biolégicas ao longo do ciclo estral (1),
esses Hox genes podem modular alguns mecanismos de transformacao dos
tecidos cervical.

A via de sinalizacdo PI3K/Akt foi encontrada tanto em bovinos e ovinos
podendo ser regulada de forma diferente em ambas as espécies (Figura 1 e 2).
A PI3K/Akt esta envolvida em diferentes processos de sinalizacdo, que véao
desde a apoptose até processos de metabolismo celular. A via PI3K/Akt aparece
com destague em ambas as espécies e pode estar envolvida nos mecanismos
de transducéo de sinais em diferentes sistemas e 0rgdos. Para que ocorra a

comunicacdo entre as células, sdo necessarias vias de sinalizagcdo para
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comandar e mediar diversas funcbes, sejam, migracdes, diferenciacoes,
proliferagcdes ou morte (67). A PI3K/Akt desempenha papéis importantes no
controle e equilibrio nos organismos multicelulares. Alguns estudos ja
documentaram a cascata de sinalizacao da via PI3K/Akt e seu envolvimento na
regulacdo da sobrevivéncia celular e inibicdo apoptética (68), bem como,
atuacao na captacao de glicose e consequente envolvimento no metabolismo
(69,70). A via PI3K/Akt tem sido relatada como um importante caminho de
sobrevivéncia de células eucaribticas, sendo a serina de Akt/treonina quinase
considerada o ponto chave da sinalizagdo. Além disso, a Akt ativada direciona
um sinal antiapoptotico, protegendo assim até células cancerosas (71). Seu
envolvimento também esta relacionado a regulacdo da atividade funcional de
diversas proteinas, o que vem a desencadear diferentes respostas biolégicas.
Assim, a fosforilagdo ou desfosforilagdo pode controlar ou regular processos
bioldgicos especificos, catalizando enzimas, regulando canais ibnicos, fatores de
transcricdo, localizacéo intracelular de proteinas, regulacdo do citoesqueleto e
atividade de receptores (72).

Alguns genes encontrados no nosso estudo ja tém sido relatados com
envolvimento com a via PI3K/Akt. Como o TDGF1, DRD2, HOXB2 (33, 57, 70)
No entato, mostramos que o PI3K/Akt pode estar modulando a maioria dos
genes apresentados, pois aparece nas analises como uma das vias mais
expressas tanto em ovinos como em bovinos. Os HOXB genes também estao
modulando ou sdo modulados pela via PI3K/Akt nas duas espécies (Figura 5 e
6). Como essa via esta relacionada a diversos processos biologicos, ela pode
ser uma via interessante na regulacdo dos mecanismos de relaxamento cervical.
O seu estimulo ou bloqueio podem desencadear alteragBes cervicais, ja que
existe a sua relacdo com diversos genes que supostamente participam do
processo de dilatacéo da cérvix.

O gene chave mais expresso na fase folicular em bovinos foi o MUC1
(Tabela 1). Esse gene possui papel fundamental no mecanismo cervical, pois ha
uma interacdo do muco cervical com as células de colageno, pois nesse muco
contém glicoproteinas e enzimas especificas que podem atuar direta ou
indiretamente no colageno. (Fair et al., 2005). Além disso, esse gene codifica
uma proteina ligada a membrana que é membro da familia das mucinas, essas

desempenham um papel essencial na formacgéo de barreiras mucosas protetoras
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nas superficies epiteliais (74). O muco cervical pode variar em relacdo suas
propriedades de acordo com a fase estral, atribuindo a necessidade fisiologica
para transporte de espermatozoides, atuar como agente antimicrobiano e
também sendo barreira natural na fase luteal do ciclo e durante a prenhez (75)
Jé é relatado que os genes da mucina mostram forte correlagdo com o aumento
dos niveis de estradiol (76) e que alta expressao cervical de MUC1 durante a
dominancia de estrogénio intensifica 0 seu papel conhecido como barreira
antimicrobiana (77,78) principalmente quando a cérvix esta aberta.

O gene chave mais expresso na fase folicular de ovelhas foi 0 ESR1, ja
na fase luteal foi o ESR2 (Tabela 2). A presenca de ESR1 é o principal
determinante da regulacdo do gene OXTR no epitélio endometrial (79). Esses
envolvidos no relaxamento e contracdo muscular. ESR2 ja foi relatada em todos
0s compartimentos dos tecidos uterino e Utero-placentario, sendo a expressao
constante ao longo do inicio da gravidez (80). Esses receptores possuem papel
fundamental para a dilatacdo, pois o estradiol esta totalmente envolvido no
mecanismo de relaxamento cervical, pois induz indiretamente o relaxamento da
musculatura lisa e o remodelamento da matriz extracelular (51). Além disso, o
incremento de estrogénios durante a fase folicular de ovelhas em ciclo estral esta
associado ao relaxamento cervical natural no estro (1).

Mais expressa na fase folicular em bovinos (Tabela 3) a BPIFA2A é uma
proteina catibnica armazenada em leucécitos com potente atividade anti-
endotoxina e efeitos bactericidas altamente seletivos em bactérias Gram-
negativas (81,82). Como essa proteina é considerada bactericida (83), seu papel
pode estar relacionada a atividade antimicrobiana no canal cervical. Ja na fase
luteal, o AGT (Tabela 3) € um participante do sistema renina-angiotensina (SRA)
e bem conhecido por seu papel regulador da presséo arterial e da homeostase
dos fluidos corporais (84). Seu papel parece estar envolvido no efeito
vasoconstritor, apoptose, angiogénese e proliferacdo celular em diversos tipos
celulares (84). Em ovinos, o AGT codifica um produto da angiotensina Il, descrito
como um vasoconstritor e regulador da angiogénese fetoplacentaria na placenta
(85). Na cérvix, seu papel ainda nao foi elucidado. Mas ja é relado que existe
efeito da angiotensina com a producéo de estradiol, no entanto esse mecanismo
ainda ndo é totalmente conhecido (86,87). Segundo Giani et al. (2007) e
Sampaio et al. (2007) (88,89) a angiotensina pode desempenhar um papel na
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producéo de estradiol atraves de sinalizagdo da PI3K/Akt.

Nossas analises indicam vias e genes que podem atuar diretamente no
relaxamento cervical. A via PI3/Akt e os genes Hoxb aparecem em destaque,
podendo modular e serem modulados em mecanismos que envolvam alteragdes
na cérvix. Um estudo mais detalhado com bloqueio ou estimula¢do dessa via e
desses genes na cérvix devem ser realizados para avaliar a dilatacdo cervical

durante a fase luteal.

4. CONCLUSAO
Os genes diferencialmente expressos e 0S processos biolégicos
divergentes indicam diferencas relacionadas ao relaxamento cervical de vacas e
ovelhas. A PI3K/Akt parece ser uma importante via no processo de relaxamento
cervical. Estudos in vivo de bloqueio ou estimulacdo dessa via devem ser

realizados para avaliacdo do relaxamento cervical na fase estral de ovelhas.
5. METODOS
5.1 Bioinformatica para obtencado e processamento dos dados

Os dados transcriptomicos da cérvix bovina na fase folicular e luteal
foram disponibilizados por Pluta et al. (2012) (76) e de ovinos por Abril-Parrefio
et al. (2021) (90), com os conjuntos de dados gerados e/ou analisados
disponiveis no NCBI Gene Expression Omnibus https://www.ncbi.nim.nih.
gov/geo/ sob o numero de acesso GSE38225 para bovinos e GSE179486 para

ovinos.

Os arquivos contendo os dados de expressdao génica global
(transcriptoma) por RNA-seq de cérvix na fase folicular e luteal foram obtidos
no Gene Expression Omnibus do NCBI (GEO). Como critério para selecao dos
dados foi adotado como critério apenas amostras de estudos que continham as
informacdes relativas a plataforma de sequenciamento utilizada, dando
preferéncia para estudos que os disponibilizaram na forma “brutos”, contendo
informacdes fisioldgicas relativas as amostras e por fim a qualidade dos dados
disponibilizados.

Foi feito o “download” dos arquivos em formato SRA diretamente do

GEO para o cluster do Grupo de Melhoramento Animal e Biotecnologia da
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FZEA-USP. Todos os dados tiveram a qualidade de sequenciamento
verificada pelo software FASTQC, seguido daremocéo das reads de acordo
com a qualidade dos dados (“trimagem”) com o software TRIM GALORE,
ambos softwares do instituto Brabahan
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/index.html).

Ap0s feita a selecdo por qualidade das “reads” verificamos a qualidade
com o pacote do R fastqcr (Kassambra et al., 2019). As amostras que
passaram pelo teste de qualidade foram entdo alinhadas com o genoma de
referéncia da espécie disponivel no ENSEMBL
(https://www.ensembl.org/info/data/ftp/index.html), com 0 software
RSUBREAD (Liao et al.,2019), utilizando os parametros padrdes do software
adequados para cada tipo de biblioteca das amostras. A qualidade do
alinhamento foi entdo verificada e um relatério final sera gerado usando o
software MULTIQC (Ewels et al., 2016).

5.2 Analise de diferenca de expressao e assinaturas génicas

A andlise de diferenca de expressao génica foi realizada com o pacote
DESEQ2 (Love; Huber; Anders, 2014) do software R (R Core Team, 2020), foi
realizada a analise exploratoria dos dados através da andlise de componentes
principais (PCA) para os contrastes entre as situacgdes fisiolégicas da cérvix e
entre espécies.

Para um gene ser considerado diferentemente expresso foi adotado um
valor de p ajustado menor que 0,1 (padj <0,1), pelo método de Benjamini-
Hochberg (“BH”) e um valor absoluto de “log2 fold change” maior que 2. Para
a representacédo dos valores de expressao génica foi utilizada a transformacéo
de normalizacdo da variancia (fungcao “varianceStabilizingTransformation” do
pacote DESEQ2) que também servira de “imput” para os dados para a analise
de co-expresséo génica.

As analises de co-expressao génica serdo utilizadas para se buscar
perfis transcricionais, “assinaturas génicas”, nas amostras nas diversas fases
fisiologicas das cérvix e espécies. Nesta fase utilizamos o algoritmo SOTA

(“Self-organizing Tree
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Algorithm”) do pacote clValid (Brock et. al.; 2008) do R, o pacote CEMiTooL
(Russoet al., 2018) e o pacote CeTF (De Biagi Junior et al., 2020).

Apoés a selecdo dos genes, foi feita a analise de ontologia génica e
enriquecimento de vias com o pacote ClusterProfiler (Yu et. Al.; 2012) do
software R. A principio investigamos as func¢des bioldgica, moleculares e os
componentes celulares envolvidos, complementarmente investigamos as vias
curadas no KEGG (“Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes”) e
REACTOME. Para visualizacdo dos resultados foram construidas redes de
interacdo génica e de vias utilizando o ClusterProfiler e o Cytoscape (Shannon
et al., 2003).

5.3 Analise dos resultados

As andlises exploratdrias e estatisticas foram realizadas com o software

R©, os dados seréo sempre estudados quanto a suas propriedades, levando
sempre em consideracdo o tipo de distribuicdo encontrada e o teste mais
apropriado para cada situagdo. Assim, a estrutura multivariada dos dados
contida no conjunto de dados foi explorada por técnicas de agrupamento,
discriminacdo e reducdo de dimensdes. Brevemente para analises
comparativas apos a confirmacdo da homoscedasticidade dos dados pelo
teste de Levene e normalidade dos dados pelo teste de Cramér-Von Mises foi
feita a analise de variancia (ANOVA) dos dados quantitativos para avaliar as
respostas, a comparacao de médias dos pares sera feita usando o teste de
Tukey, com valor de p<0,05. Quando a natureza dos dados n&do permitiu a
utilizacé@o de teste paramétricos foi utilizado os testes ndo paramétricos que
melhor se ajustarem a situacdo. A andlise de possiveis relacdes entre variaveis

foi feita por analise correlacéo de Spearman.
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Tabela 1. Genes chaves na cérvix bovina na fase folicular e luteal.
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Gene ID Log Fold Change Dif Means gini_1 gini_2 Meanl Mean2
ENSBTAG00000046878 ENSBTAG00000046878 0.323090905795746 0.0974687086131434 0.235706990262491 0.150256817634492 2.12500164212631 2.02753293351317
HMG20A ENSBTAG00000020441 -0.097811620375919 -35.6041149551268 0.150758398078968 0.055365825614059 223.899762583899 259.503877539026
ZNF419 ENSBTAG00000017613 -0.554027692420169 -4.47580907197521 0.194980575222539 0.0806871481349731 7.82256686356427 12.2983759355395
KDM2A ENSBTAG00000044032 -0.278163633888021 -28.8356191176694 0.0676107738152934 0.0164675188247649 70.3885376362167 99.224156753886
MLF1 ENSBTAG00000004126 -0.325266641627905 -0.232716529183624 0.293391867988911 0.125574877185134 0.829843253362801 1.06255978254643
EAF1 ENSBTAG00000019202 0.153662877986998 -0.68872834124987 0.0755208628590565 0.0598917016902881 17.4318724379855 18.1206007792354
ATXN1L ENSBTAG00000046255 -0.386820917363827 -58.7855538815191 0.129073736081567 0.0708260078213465 105.67588459104 164.461438472559
PLCB1 ENSBTAG00000008338 0.0263776314191702 0.25523379759435 0.3722674457735 0.225286511119357 11.4034538041402 11.1482200065458
MTA3 ENSBTAG00000004073 -0.737863953960057 -1.02136351434001 0.166499515235935 0.0333845024301732 1.30144418349839 2.3228076978384
CHD4 ENSBTAG00000014734 -0.130782859183929 -6.78320930715659 0.0832530342936934 0.0334759724568583 24.6016587547516 31.3848680619082
SERTAD3 ENSBTAG00000010502 0.137178762257812 -3.30498776424935 0.119601097591744 0.0620024387453041 41.5836528288874 44.8886405931367
PAXIP1 ENSBTAG00000017505 -0.402946136882788 -2.80396781033697 0.0995477836732697 0.0366688036738553 4.9062910235212 7.71025883385816
CNOT11 ENSBTAG00000008267 -0.241937023687223 -3.47670020759057 0.061492036316046 0.0804970145539508 8.41602899555025 11.8927292031408
HDAC3 ENSBTAG00000017360 0.224215468342189 -0.0142271687011091 0.0659028887210294 0.0560509519930072 4.01614752448022 4.03037469318133
PPP1R13L ENSBTAG00000020689 -0.0700090234373506 -4.54311978602093 0.148848115499664 0.0762984316276214 17.9724270886137 22.5155468746347
MED24 ENSBTAG00000021468 -0.286137172499933 -11.3832112785057 0.174332595167555 0.0953427522916272 25.4681736958781 36.8513849743838
MAPK13 ENSBTAG00000010007 0.660204589458536 4.16958148725283 0.241961568190942 0.0805168388596126 15.887714391138 11.7181329038852
DNM2 ENSBTAG00000013362 -0.284789014273538 -56.6815812569633 0.117254565300117 0.0497941096933369 132.8287126338 189.510293890764
POLR2G ENSBTAG00000009483 -0.187446185805971 -25.7066726820744 0.0910016855977341 0.0702135471573257 78.314586446408 104.021259128482
HDGF ENSBTAG00000039793 0.320506261786834 5.48429561132043 0.182160554072257 0.0155602034016393 104.905183948395 99.4208883370741
NCOA7 ENSBTAG00000046503 0.15382574209718 0.173062698618675 0.271179627708595 0.0973093319484125 2.000303035604 1.82724033698532
POLR1A ENSBTAG00000006481 -0.251278069173389 -2.41805053225654 0.154504542773181 0.0313159547267263 5.85852213794489 8.27657267020144
PCBD1 ENSBTAG00000011866 -1.00054718470556 -55.2553850397195 0.0998312648474659 0.162383011750733 40.7776929514488 96.0330779911683
FHL2 ENSBTAG00000001086 0.485372105894402 1.94472104627881 0.136606376657373 0.086493415258272 11.2951894937647 9.35046844748589
PARP1 ENSBTAG00000000837 -0.363783527108227 -15.4769191237788 0.0398020461504979 0.0849686302412875 32.177613854876 47.6545329786548
CTNND1 ENSBTAG00000002411 -0.248202512839939 -32.9118857998668 0.0413229709870337 0.0641898744322226 87.4259484940269 120.337834293894
HMGB2 ENSBTAG00000015101 0.0951912890051601 0.00753577861681576 0.259541951499165 0.0716464616677119 1.7657280372761 1.75819225865928
GTF2IRD1 ENSBTAG00000006212 0.151755402219555 0.0407206459938303 0.105740675175251 0.0323560133039303 6.29552455959678 6.25480391360295
NCOR1 ENSBTAG00000013271 -0.244658789238636 -27.0169447226311 0.021559098048567 0.0720353525779446 72.102492583073 99.1194373057041
PSMD9 ENSBTAG00000004179 -0.0370806282632892 -18.7471768141625 0.110027436113434 0.07130251572394 82.0294603913207 100.776637205483
AJUBA ENSBTAG00000012724 -0.529155495055643 -1.61279835853387 0.208629847040172 0.0818242218433426 2.18200704736216 3.79480540589603
CBX8 ENSBTAG00000009107 -0.210447734296982 -1.46510266876569 0.172042185294599 0.079220029624588 3.70213479634887 5.16723746511456
UXT ENSBTAG00000015820 0.827741369211141 0.548291658019708 0.0934388038067035 0.0479168121332011 1.54252077195433 0.994229113934617
DNMT3A ENSBTAG00000021143 -0.434134133243991 -8.14509367130768 0.0567895353290105 0.0780697518952753 14.0972897830828 22.2423834543905
MUC1 ENSBTAG00000017104 1.5759491672159 42.8763687088901 0.223296975494568 0.121048657094685 69.9981017066941 27.1217329978039
CASZ1 ENSBTAG00000019818 -0.476760960310648 -13.6617530505828 0.179112085831366 0.0539784354556604 21.6177863357526 35.2795393863354
AKAPSL ENSBTAG00000010439 -0.830693748870828 -15.8819429664438 0.0754461648341227 0.0822111796622625 14.4085390060616 30.2904819725054
TERF2IP ENSBTAG00000015686 0.318015273128463 24.8849738754909 0.155105751275222 0.0616124817431729 192.18388228105 167.298908405559
ERBB2 ENSBTAG00000021798 -0.292809880067697 -10.6401816776785 0.175583223517799 0.0542535757904137 24.4191302538498 35.0593119315283
HOXB5 ENSBTAG00000045835 0.00864829046434397 -1.04952052333382 0.225358852349498 0.067074862889544 6.37975612024244 7.42927664357627
MRTFB ENSBTAG00000008728 -0.624873241342757 -190.379788029047 0.0992043214792029 0.0742666803137045 265.581270076209 455.961058105256
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PRR13 ENSBTAG00000026916 0.415231450983471 3.46838948028413 0.0976592569056149 0.0665391345487741 24.3860100653748 20.9176205850907
TAF5L ENSBTAG00000034225 0.00685040867780777 -1.56754730946581 0.0698815481371179 0.0262408554417917 8.90813267844142 10.4756799879072
LBH ENSBTAG00000026111 1.62876889195243 68.3472801677114 0.195756522893946 0.206335254191895 111.832884919684 43.4856047519724
KDM5B ENSBTAG00000006175 -0.0384307613041076 -93.2508657006142 0.0526802723220755 0.0472437077893247 522.471897421563 615.722763122177
HIPK2 ENSBTAG00000017860 -0.517739699942934 -0.687623003232602 0.200709874829096 0.154832128115389 0.961722414598122 1.64934541783072
RBPMS ENSBTAG00000033727 -0.0821872535967167 -3.3341276480752 0.181214002198717 0.0477743446953832 17.2679523423757 20.6020799904509
SUFU ENSBTAG00000021068 -0.430880083902824 -48.333046361498 0.152733752122834 0.0565977788653143 82.2086505893704 130.541696950868
DDIT3 ENSBTAG00000031544 0.16505738512273 -0.0151195362049265 0.0897820366710559 0.0710138370339491 0.570553272993806 0.585672809198732
SIN3A ENSBTAG00000009985 -0.330965972069626 -199.903782856967 0.0237860262980164 0.0423392114721217 438.465354755268 638.369137612235
TTF2 ENSBTAG00000015392 0.0335898096923506 -0.184857914906793 0.0783349867149877 0.0942793689211042 1.45788406468644 1.64274197959323
GLI3 ENSBTAG00000010671 -0.489594438274782 -1.10526185431398 0.112982120825763 0.206483303510563 2.16201057768916 3.26727243200314
WWTR1 ENSBTAG00000007814 0.336308362701791 2.32037189128911 0.15467211358249 0.130324703370644 15.9233777818065 13.6030058905174
MED27 ENSBTAG00000000382 -0.219793153551425 -1.2610014618665 0.0864156924314682 0.0700801254637184 3.29738598755132 4.55838744941782
NIF3L1 ENSBTAG00000018282 0.0452452934566299 -0.253769631446751 0.097878942781277 0.0746797978984681 1.97507604923806 2.22884568068481
ZMYND8 ENSBTAG00000013114 0.0407214186397831 -4.79767537392712 0.103737274353588 0.0880773620047245 37.4699268041671 42.2676021780943
AKAP8 ENSBTAG00000001807 -0.739349226986793 -27.0594230934803 0.0360170729294317 0.116894580925637 28.9289675219679 55.9883906154482
PIR ENSBTAG00000009477 -0.769558551092231 -1.97221922120661 0.146186261809711 0.274238516276698 1.8700384879575 3.84225770916411
CBX5 ENSBTAG00000006246 -0.200690663869542 -1.26864230591765 0.234335433665849 0.275105125962369 3.13939720403573 4.40803950995339
CHCHD2 ENSBTAG00000040295 0.198797918675193 0.111341607413301 0.0273742790011501 0.0231861619172467 16.7999379301479 16.6885963227346
EYA3 ENSBTAG00000043989 -0.781036767689086 -4.17243304911453 0.108507282862601 0.188914797769056 4.23290512769502 8.40533817680956
ERCC3 ENSBTAG00000020777 -0.301128827259608 -2.23947701494021 0.0584551881090467 0.0616981470877299 5.37139029961986 7.61086731456008
TTF1 ENSBTAG00000018710 -0.640128183027747 -2.85342180007701 0.165523813941282 0.143836730900824 3.51149834479708 6.36492014487409
CTBP2 ENSBTAG00000003397 -0.302457620831959 -24.7988961520473 0.0257536836489903 0.118241347030093 56.7611236001937 81.560019752241
ELOA ENSBTAG00000026585 -0.190045863234437 -1.17622664833641 0.073625795492223 0.127380982139692 3.43279096938085 4.60901761771726
NSD3 ENSBTAG00000001529 -0.40020208685063 -2.72480938395963 0.120820044907004 0.191095218161158 5.12458954288114 7.84939892684077
SETDB1 ENSBTAG00000000098 -0.137270406082548 -2.54274015267468 0.0630142898147256 0.0464996484970122 10.3896364685647 12.9323766212394
XRCC6 ENSBTAG00000006103 -0.0622779066596389 -3.09018777209705 0.0565803523281743 0.0696450581495576 15.0992560366452 18.1894438087423
EYA2 ENSBTAG00000013336 -0.526791657200815 -33.2314654534435 0.221314203650821 0.194058006897459 48.5464792331013 81.7779446865448
KMT2C ENSBTAG00000024199 -0.454799322092206 -4.78000998816025 0.138748417396087 0.167401441851236 7.82611348466135 12.6061234728216
ADNP2 ENSBTAG00000005916 -0.116163759756263 -10.3260474111518 0.0413737094312209 0.0824022806520881 41.0894510663885 51.4154984775403
PHF8 ENSBTAG00000013289 -0.278043931329241 -0.560352132539939 0.0819503481526139 0.0691964908899573 1.37728642021192 1.93763855275186
CHD7 ENSBTAG00000021841 0.138016988592552 -1.11585011467081 0.0574049388056796 0.118062717809342 16.1083784498887 17.2242285645595
PRMT2 ENSBTAG00000005503 0.223498490763962 0.477582624873879 0.0661436292350077 0.165762403066505 10.9413196563231 10.4637370314492
ANP32A ENSBTAG00000012365 -0.545482901740455 -12.360971099161 0.049446597918387 0.0820583915000928 18.4424967002574 30.8034677994184
TLE4 ENSBTAG00000003532 -0.372693879438917 -3.30437445747314 0.134462867061302 0.1435660025412 7.82102573885292 11.1254001963261
TAF9B ENSBTAG00000000895 0.620916141230957 2.54431516417144 0.116160062199806 0.0617225979069945 9.38427087439089 6.83995571021944
Tabela 2. Genes chaves na cérvix ovina na fase folicular e luteal.
Gene ID Log Fold Change Dif Means gini_1 gini_2 Meanl Mean2
HOXB3 ENSG00000120093 -0.0444430789760876 -0.314671750814491 0.151961424329116 0.0935109779778038 3.47504846716703 3.78972021798152
ZNF34 ENSG00000196378 -0.675857205978606 -8.6660830579716 0.162368238741957 0.127249655493742 12.6954084135128 21.3614914714844
ESRRA ENSG00000173153 0.359070099652815 1.62194048171043 0.153013490022434 0.104512468758234 9.55126023190595 7.92931975019552
PREB ENSG00000138073 0.0444018064928695 -54.2517992481799 0.114569552788885 0.0607799165187727 1456.45163360534 1510.70343285352
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NFIL3 ENSG00000165030 -0.0169807492978161 -0.249525902434344 0.152315853464092 0.16227380802779 2.93097132679661 3.18049722923096
ERF ENSG00000105722 -0.0257949519021511 -1.33169227757189 0.0732487953125763 0.0756843804643073 16.7055796454344 18.0372719230063
ZFP69 ENSG00000187815 -0.0163665173166672 -0.465628586900626 0.108476231114715 0.110361484286911 6.39583826781362 6.86146685471425
NFATC4 ENSG00000285485 -0.0613435394215662 -0.052688596466541 0.190533197525829 0.187300817469598 0.473455585261797 0.526144181728338
HOXB2 ENSG00000173917 0.12631164230233 0.0212668761551627 0.124500139406979 0.0872380906881615 0.858067660572667 0.836800784417504
MEIS3 ENSG00000105419 -0.193128262018687 -0.885761589655636 0.176077876350497 0.189835438101973 4.06396677084364 4.94972836049927
EHF ENSG00000135373 0.0551965703476608 -1.67338329120975 0.196017368527114 0.215629831212362 66.8751223503233 68.548505641533
Clzi ENSG00000148337 -0.131516997169159 -14.9721076043833 0.0593695173976606 0.0521777490981299 93.0444150402619 108.016522644645
ZNF750 ENSG00000141579 0.0594469909348513 -0.0322659848142932 0.220586172762167 0.257569746526407 1.54308108925488 1.57534707406917
SPDEF ENSG00000124664 0.0480488621999171 -0.159760552038249 0.279871408616987 0.296337915564375 4.20658317236293 4.36634372440118
SIX1 ENSG00000126778 -0.254342448908673 -0.941013987856023 0.199799343567225 0.175946570997883 3.51375109242425 4.45476508028027
MAF ENSG00000178573 0.549186451698951 0.372364257677024 0.244690329596164 0.226006961680613 1.33099585461996 0.958631596942931
NFX1 ENSG00000086102 -0.548530206406819 -0.189164549938 0.0701254664301291 0.072639897843982 0.345328133745948 0.534492683683947
ZNF276 ENSG00000158805 -0.121635166801796 -2.87300000942937 0.0582528997995442 0.0606613116519825 18.5651606480843 21.4381606575137
SMARCE1 ENSG00000073584 0.196547198465193 0.193985480805279 0.0589504960384857 0.0466811287881742 2.67820622279822 2.48422074199294
ZNF652 ENSG00000198740 -0.155346848428834 -3.85356440022137 0.12897091404807 0.18332601432775 21.0685773436668 24.9221417438882
GLIS3 ENSG00000107249 -0.749938080238254 -0.0820176207717817 0.160327753176676 0.234603031391278 0.104947898379246 0.186965519151028
ZNF710 ENSG00000140548 -0.275250488787159 -0.449058234688207 0.120555352842691 0.0637561280594882 1.59255599435058 2.04161422903879
NFKB2 ENSG00000077150 0.0739894498970104 -0.0609063251642361 0.154318775631769 0.16045039234085 13.8668550230431 13.9277613482074
MYC ENSG00000136997 -0.220300417128693 -207.15784306916 0.135040985351753 0.130502425908539 866.605574159048 1073.76341722821
ESR1 ENSG00000091831 1.01079315236001 60.3619813538215 0.173406092548588 0.188435638047441 128.045272456939 67.6832911031179
PRDM2 ENSG00000116731 -0.442546886518727 -40.3011041728139 0.115748330406608 0.228262116953901 91.2567397626774 131.557843935491
STAT6 ENSG00000166888 0.00992095296381899 -0.780117575573508 0.0835705175230118 0.0855312731787687 15.5401156278796 16.3202332034531
PKNOX2 ENSG00000165495 0.340110364637196 0.537233345695989 0.186571725957367 0.269787541268671 3.35377204074548 2.81653869504949
ESR2 ENSG00000140009 -1.10402057614656 -4.06063822919675 0.449806144012118 0.49348544621593 3.19638564515389 7.25702387435064
NFKB1 ENSG00000109320 0.0149791993426645 -44.1303882919558 0.110342446846259 0.0973525054412114 1005.12136278387 1049.25175107582
TP53 ENSG00000141510 0.199871045564648 0.350397278968463 0.107219555382859 0.108659714239451 4.66407760591478 4.31368032694632
MEF2D ENSG00000116604 0.209997237112109 0.292505529228725 0.0710573153580517 0.0850085171579094 3.46446678143662 3.1719612522079
ETS1 ENSG00000134954 0.018217625848141 -0.0500412714152569 0.138495376636028 0.181634901701882 1.01989553583063 1.06993680724589
Tabela 3. 100 genes mais expressos na fase folicular e estral da cérvix bovina.
Gene ID Log Fold Change Dif Means gini_1 gini_2 Meanl Mean2
BPIFA2A ENSBTAG00000009144 10.4876703575293 1.33314666767432 0.536551689835304 0.8 1.33379545013532 0.000648782460996904
TMPRSS11BNL ENSBTAG00000048377 9.13963845167615 44.6748103458901 0.492638564074233 0.416231380534227 44.7637138270306 0.0889034811405015
ENSBTAG00000048276 ENSBTAG00000048276 8.83451158367456 11.0798911087455 0.260716716149161 0.368647838134362 11.1076696230359 0.0277785142904404
LOC112441508 ENSBTAG00000031375 8.43389967371738 1.48923886546534 0.528562019526543 0.623714018536848 1.49442237481876 0.00518350935341578
BPIFA2B ENSBTAG00000019752 8.01169488659356 0.627058853372568 0.495585367076419 NA 0.627058853372568 0
AGT ENSBTAG00000012393 -7.72323486386274 -2.83968274534543 0.391639105233969 0.769482777513028 0.0107830276558119 2.85046577300124
TMPRSS11D ENSBTAG00000001925 7.2661091230698 5.64468362774846 0.535834114542948 0.401650565146232 5.68581144313726 0.0411278153887952
CAMK?2B ENSBTAG00000012653 -7.19841629076593 -36.6400263143898 0.481605736403381 0.775229010285204 0.209178053159811 36.8492043675496
TMIE ENSBTAG00000052515 -7.14496785402895 -32.2320531948505 0.746704300909962 0.271334587578201 0.166251472053501 32.398304666904
NCCRP1 ENSBTAG00000014296 7.11259157979939 1.28225291262756 0.486041477498022 0.615406405211467 1.29406602372885 0.0118131111012905
OLFM4 ENSBTAG00000022779 6.98174767844643 13.837555827811 0.308109841450442 0.689536041445065 13.9525652777417 0.11500944993065
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TDGF1 ENSBTAG00000021119 -6.80310364038778 | -201.057849100285 0.310916583251406 0.631884126277704 | 1.65549732489853 202.713346425183
ENSBTAG00000011470 | ENSBTAG00000011470 -6.77458040455884 | -10.1650175378062 0.446871761062352 0.140478886939971 | 0.0729406735126094 10.2379582113188
PADI1 ENSBTAG00000002138 6.65159901658234 25.1419413304667 0.412782797072968 0.355129926047248 | 25.4312967007317 0.289355370265031
KRT13 ENSBTAG00000050581 6.60455651689265 48.8673317699611 0.47304553549609 0.518094262785813 | 49.4588326497406 0.591500879779518
SCG2 ENSBTAG00000021588 6.46281630849971 0.828607699462793 0.713710958282025 0.8 0.834794095323741 0.00618639586094831
LRP2 ENSBTAG00000004555 -6.4320396209309 -0.73441966584519 0.336120178665147 0.563394511740939 | 0.0974085128359711 0.83182817868116
ENSBTAG00000053748 | ENSBTAG00000053748 6.30101233312157 53.7587482952646 0.556960222428914 0.39367890594909 54.5359006047368 0.777152309472178
KRT4 ENSBTAG00000012034 6.30006056405355 2.8479905970231 0.557329403416542 0.39367890594909 2.88921883625239 0.0412282392292932
GAL ENSBTAG00000009393 6.25065974277691 332.298429497016 0.250359346249565 0.442329997859117 | 337.161000271159 4.86257077414229
SLC30A8 ENSBTAG00000052098 -6.20793360598155 | -11.1683475480057 0.576497311585583 0.616842353894826 | 0.116853247037114 11.2852007950428
MGC138914 ENSBTAG00000014328 -6.20252448589179 | -131.701416485042 0.511629942801625 0.290781077446007 | 1.53555954194665 133.236976026989
UPK2 ENSBTAG00000012750 6.17135102341042 0.509952115161376 0.590019242974515 0.635711877517133 | 0.51822726966561 0.00827515450423429
LOC522479 ENSBTAG00000050427 6.13045929224964 154.713158413611 0.434115962813147 0.319281627009887 | 156.990223838749 2.27706542513746
ENSBTAG00000055199 | ENSBTAG00000055199 -6.11874699133316 | -1.21066498637771 0.671609886916306 0.780052974541294 | 0.0130108581114812 1.23267584448919
IHH ENSBTAG00000008452 -6.06063859427148 | -6.41313863037376 0.50762878188206 0.790167344499239 | 0.0823521556816896 6.49549078605545
F10 ENSBTAG00000016385 -5.97778670464108 | -1.82341483696047 0.722329456151623 0.631340237387627 | 0.0227455913127713 1.84616042827325
REG4 ENSBTAG00000032193 5.97254369580806 2.76426651309394 0.457878650885152 0.494784534101104 | 2.81112852797451 0.046862014880569
LOC112446672 ENSBTAG00000052798 5.97028153990243 0.422175917456848 0.568501932138137 NA 0.422175917456848 0

SPINKL ENSBTAG00000015558 5.07021056305912 2.92933404999975 0.427337973985977 0.23488985350991 2.98042556807162 0.0510915180718691
SLURP1 ENSBTAG00000016209 5.96628107842237 2.13890518318835 0.462899263017627 0.468517291928679 | 2.17925251219645 0.0403473290080999
MSMB ENSBTAG00000011660 5.9172246051464 11.559692840123 0.57438559357943 0.420535691388361 | 11.7680586379666 0.208365797843637
MMP3 ENSBTAG00000037768 5.90784242672446 0.300619796967037 0.575586118756744 0.687145987100115 | 0.305441167173454 0.0048213702064169
LOC101906048 ENSBTAG00000046283 -5.81406656406624 | -112.22982739435 0.532964803569153 0.640889438458854 | 1.6756578031257 113.905485197476
TAAR1 ENSBTAG00000037718 5.69125738448153 5.30173948963706 0.350309420495675 0.338114887682562 | 5.41421185107781 0.112472361440749
BPIFA2C ENSBTAG00000031376 5.66134798079537 6.93276385461759 0.439228909687748 0.198886695611993 | 7.08485654903631 0.152092694418717
EXD1 ENSBTAG00000008363 5.64090424776476 3.62173406094445 0.442225725513415 0.223980633222556 | 3.70258022965377 0.0808461687093241
KCNF1 ENSBTAG00000021280 -5.56880608077551 | -0.733886478768648 0.588670714403363 0.3056205133675 0.0120916607764349 0.745978139545083
TMPRSS3 ENSBTAG00000048816 5.50926031435089 233.547919228969 0.296184512776969 0.523349310076629 | 238.835256077509 5.28733684853941
ENSBTAG00000048816 | ENSBTAG00000020512 5.49427315123949 4.03539223846517 0.438178638298546 0.604198292230674 | 4.13164007802351 0.0962478395583349
GJB1 ENSBTAG00000008161 -5.46737867462709 | -7.7516972071287 0.513730635930614 0.573761494647608 | 0.147320164154682 7.89901737128338
CLCAL ENSBTAG00000052224 5.46220414840613 216.918610691352 0.348520323717683 0.220911275830118 | 222.367665187114 5.44905449576143
ENSBTAGO0000052224 | ENSBTAGO0000046768 -5.44645341710979 | -0.141385399020172 0.732679109278405 0.592853116464926 | 0.00158103991329466 0.142966438933466
IGFBP1 ENSBTAG00000031532 5.41407486190766 0.232438603880333 0.398708784245792 0.687781598208397 | 0.237886522437604 0.00544791855727039
ENSBTAG00000031532 | ENSBTAG00000001392 -5.30610654888893 | -9.21065752901083 0.392048787077624 0.729561457520693 | 0.198741578938214 9.40939910794904
RDH16 ENSBTAG00000014683 -5.30278893747946 | -0.211260754246596 NA 0.22153142686123 0 0.211260754246596
APOBEC1 ENSBTAG00000038835 5.14904004851144 1.7300673491015 0.529195805451826 0.620588665099255 | 1.78304759578754 0.0529802466860465
LOC509961 ENSBTAG00000004588 5.125849712773 0.51405456520375 0.670915502609821 0.413939241131895 | 0.533021604361805 0.018967039158055
KCNN4 ENSBTAG00000022246 5.11845131628365 9.31715085297592 0.271822638609792 0.122277235259634 | 9.63955600286589 0.322405149889969
C29H110rf86 ENSBTAG00000018703 5.11490131443356 0.901634401094783 0.466235913936583 NA 0.901634401094783 0

OSTN ENSBTAG00000039237 5.10472743361731 2.13381832461088 0.493917195234149 0.619924271681624 | 2.1905700177357 0.0567516931248251
ENSBTAG00000039237 | ENSBTAG00000050026 -5.0899259170152 -0.466797520303263 0.857142857142857 0.748126166762856 | 0.00991140105104993 0.476708921354313
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ENSBTAG00000050026 ENSBTAG00000047155 5.08257740147134 0.10570344761818 0.366920338844249 0.8 0.108275364342786 0.00257191672460578
C28H100rf71 ENSBTAG00000012621 5.05666166554248 0.623191000853263 0.430556596569112 0.608384191973237 0.643170830812637 0.0199798299593742
RTN4RL2 ENSBTAG00000039967 -5.02169556579284 -4.52817025221992 0.372114164867171 0.191777165832691 0.112258073916326 4.64042832613624
KRT78 ENSBTAG00000021240 5.01230629889222 5.32986970531806 0.543476717946431 0.33561895102292 5.5235494764874 0.193679771169345
DCSTAMP ENSBTAG00000019636 -4.99771198991172 -1.75079853951409 0.595687858980708 0.370993004192074 0.0303553412939253 1.78115388080802
SCARA5 ENSBTAG00000039289 -4.99333979615527 -175.992664251122 0.34694681929318 0.376336987526026 5.40145840614963 181.394122657272
LOC527068 ENSBTAG00000053443 4.9914602241738 4.2131051169979 0.557702964942814 0.243677868243968 4.36668800060571 0.153582883607807
RUM1 ENSBTAG00000021280 4.98204833007017 9.74751598331487 0.150582097847591 0.262393338886956 10.0955034837624 0.347987500447485
IVL ENSBTAG00000017827 4.98047792619673 3.53860191933584 0.56752775113844 0.635711877517133 3.6725988335046 0.133996914168757
ENSBTAG00000054600 ENSBTAG00000054600 4.97711136426043 10.2692488853657 0.326277886234182 0.345770984835542 10.6364735005654 0.367224615199633
CALML5 ENSBTAG00000013854 4.91059617065609 0.46970608591465 0.244710652791082 0.684360546693485 0.488532537211412 0.0188264512967618
LOC538679 ENSBTAG00000046482 4.90470651814782 0.397143436621251 0.263156523890617 0.615406405211467 0.415176626600994 0.0180331899797425
PENK ENSBTAG00000004924 -4.82018704800901 -0.501637147293282 0.575389941722831 0.623033246461788 0.0142549202220615 0.515892067515344
TH ENSBTAG00000026768 4.81970880567878 13.392416503268 0.761638079877615 0.190218988191608 14.0002827140149 0.607866210746869
A4GNT ENSBTAG00000001451 4.80713439336761 0.300594879286845 0.435646804527321 0.258528707326984 0.314254997453264 0.0136601181664187
ENSBTAG00000048830 ENSBTAG00000048830 4.80228490133332 0.0270053431419432 0.423799663506785 NA 0.0270053431419432 0

BCAN ENSBTAG00000015789 4.75558678325738 1.39685057289354 0.293854499177153 0.212551789148209 1.46213645276024 0.0652858798666992
CCL26 ENSBTAG00000052510 4.74406346202816 10.5467762364544 0.166608731000911 0.149745425037113 11.0033532317772 0.456576995322828
AGR2 ENSBTAG00000024406 4.74106289947718 4060.3690683971 0.188915372048269 0.211978516408433 4235.21089557 174.841827172901
ASPG ENSBTAG00000017194 -4.68688328813046 -1.51479249813694 0.417312971349325 0.77426485970263 0.0486697215946323 1.56346221973158
RADIL ENSBTAG00000021913 -4.67776436525556 -7.40588386577895 0.266722263387651 0.767587755940789 0.251688861121091 7.65757272690004
TMEM229A ENSBTAG00000049382 4.66450793972288 0.192363626559942 0.441941247442293 NA 0.192363626559942 0

KRT6A ENSBTAG00000039425 4.65937157668344 4.52392082311196 0.525127285425684 0.529879305124812 4.73351117031102 0.209590347199066
GJB5 ENSBTAG00000005717 -4.61265825636491 -5.08705466735846 0.514698079451125 0.700279354678321 0.186697989645475 5.27375265700394
ADM2 ENSBTAG00000054072 4.61120314060221 14.0931763721036 0.226673923658365 0.192053192614435 14.7995669229185 0.70639055081487
MCOLN3 ENSBTAG00000016982 -4.59926761289637 -1.53294796619728 0.614935535631122 0.439745674542315 0.0472139550344666 1.58016192123174
ENSBTAG00000005324 ENSBTAG00000005324 4.58816104654107 2.82899586567018 0.572272110442103 NA 2.82899586567018 0

IGFBP3 ENSBTAG00000003994 4.58517460230098 95.2488081081069 0.0994427776122484 0.294491073326218 99.7007290097979 4.45192090169103
DCT ENSBTAG00000002300 4.56942007303733 0.148815689838838 0.781024732486731 0.8 0.15533952547402 0.00652383563518186
BSP3 ENSBTAG00000003886 -4.55507383233905 -0.640788200719888 NA 0.358662173213077 0 0.640788200719888
ENSBTAG00000048395 ENSBTAG00000048395 -4.55475871869254 -1.49175928917298 0.259681812333872 0.413284074808977 0.0679444069205873 1.55970369609357
CYP3A4 ENSBTAG00000052665 4.54947861024019 16.1959899325145 0.505185337093724 0.234091152098849 17.0043917722522 0.8084018397377
KLF17 ENSBTAG00000047871 -4.51816238250645 -1.18224713276154 0.679395546313255 0.232158498444094 0.0567615033820296 1.23900863614357
TNC ENSBTAG00000000575 4.43688586273517 208.62727582452 0.377655272939868 0.387453477402939 219.345984954238 10.7187091297178
MGAT4C ENSBTAG00000011153 -4.42830804103556 -10.1430414632334 0.444765811814567 0.393854200026938 0.457699191000382 10.6007406542338
KCNE1 ENSBTAG00000001150 4.41825885492678 0.283951444740196 0.667496459654903 0.8 0.29826234934035 0.0143109046001541
C28H100rf99 ENSBTAG00000050197 -4.40459288804529 -2.46284578703824 0.595524385461041 0.196760828426254 0.0925943051593968 2.55544009219764
SEN ENSBTAG00000009223 4.38739338650954 14.219610237416 0.493299337159911 0.156621523347076 15.0037883414765 0.784178104060512
PRODH ENSBTAG00000047676 -4.37823848956379 -8.38833718911427 0.165357870002746 0.24670042616056 0.360378147127657 8.74871533624193
S100A12 ENSBTAG00000012638 4.37468878868362 10.7508742455153 0.529950363454291 0.367741910941125 11.309453729421 0.558579483905632
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ENSBTAG00000052585 ENSBTAG00000052585 -4.37085733781731 -4.65499638608366 0.529564529737433 0.566681904472133 0.172518301137926 4.82751468722159
SLC14A1 ENSBTAG00000019870 4.34841217170969 3.27389980244996 0.719294681521202 0.43878817341671 3.4405727956693 0.166672993219341
GJB4 ENSBTAG00000005719 -4.3460233148246 -9.2846910699956 0.455467368287012 0.441146566258235 0.390694171159466 9.67538524115507
ENSBTAG00000048794 ENSBTAG00000048794 4.34073589208589 167.677422864312 0.41365717422201 0.41744372950316 177.361731400924 9.68430853661206
LOC112441481 ENSBTAG00000012540 -4.33881125665703 -0.529486086435191 0.709098966057574 0.329646698327027 0.048095017148613 0.577581103583804
LOC507527 ENSBTAG00000013507 4.33049803539077 0.00796028178064769 0.562107108912761 NA 0.00796028178064769 0
ENSBTAG00000053707 ENSBTAG00000053707 4.3267015493717 1.58412444509021 0.40865370111719 0.444099991082275 1.67820105617526 0.0940766110850541
S100A8 ENSBTAG00000012640 4.31913547505644 1.19861552784099 0.5233191170937 0.38928140268617 1.26725393728352 0.0686384094425284

Tabela 4. 100 genes mais expressos na fase folicular e estral da cérvix ovina.

Gene ID Log Fold Change Dif Means gini_1 gini_2 Meanl Mean2
ENSOARG00020011601 ENSOARG00020011601 7.65678771992481 2.33754749161547 0.767658467531659 0.735541205336112 2.35002171949169 0.0124742278762233
ENSOARG00020000537 ENSOARG00020000537 7.32707456273094 0.0753685444755734 0.81927013027439 0.736979654019151 0.0758769005296702 0.000508356054096724
KRTDAP ENSG00000188508 7.25380690371756 0.0111377364888888 0.858832754411478 0.839786875344018 0.0111839536402679 4.62171513791126e-05
DRD2 ENSG00000149295 6.7507378119605 51.670365850602 0.463983997794401 0.853983800457149 52.1954422878483 0.52507643724623
SLURP1 ENSG00000126233 6.64203575141894 0.258738719182664 0.672064308043247 0.802490451645851 0.261554540361375 0.00281582117871167
KRT4 ENSG00000170477 6.64118502059344 1070.81788636707 0.825671836911915 0.924309206282594 1115.30013891217 44.482252545096
PLA2G4E ENSG00000188089 6.57073948117742 0.594890875845066 0.870768628493842 0.875252767091832 0.596887198985571 0.00199632314050495
ENSOARG00020018856 ENSOARG00020018856 6.16812848914848 0.00738487708862217 0.892911726650831 0.697396395694228 0.00746780094259318 | 8.29238539710077e-05
MMP1 ENSG00000196611 6.16576596182193 0.403520062244577 0.676630866949708 0.894876015890183 0.40947511233817 0.00595505009359361
TECTB ENSG00000119913 5.83895349961854 0.130225827049176 0.73503534592538 0.696393706901843 0.132679945325323 0.00245411827614712
SCG2 ENSG00000171951 5.65339614183538 0.867067709064849 0.540959058728606 0.831792221054691 0.885957372812962 0.0188896637481134
KRT79 ENSG00000185640 5.63144322349349 2.28717664250687 0.74623858964369 0.767969205304519 2.33717117174681 0.0499945292399396
CSN3 ENSG00000171209 5.62539017807886 1.12964207762822 0.899556216605685 0.916461904836629 1.13716401976393 0.0075219421357065
IBSP ENSG00000029559 5.60558222079176 0.233812769438452 0.666056914977453 0.93875017133709 0.23617825645322 0.00236548701476805
ADAM7 ENSG00000069206 -5.58250234721926 -3.24039388002412 0.576242541355225 0.647289715558404 0.0654185677861933 3.30581244781032
ENSOARG00020019270 ENSOARG00020019270 5.56729164751594 0.146829870523219 0.955010580434334 0.817380378632078 0.147397625031332 0.000567754508112833
ENSOARG00020010220 ENSOARG00020010220 -5.50926952410315 -19.9830095240443 0.8423808079539 0.873602332007091 0.42262162265611 20.4056311467004
ENSOARG00020012069 ENSOARG00020012069 5.42856128341953 1.39833297284088 0.729774021844396 0.580709863778545 1.43393308416918 0.0356001113282972
ENSOARG00020024490 ENSOARG00020024490 5.42054576262215 0.201074255363184 0.85907376486467 0.834514981307652 0.206514545665752 0.00544029030256842
KRT85 ENSG00000135443 -5.36888720716065 -0.679769137156458 0.886335091400448 0.804029299987675 0.0144309064747076 0.694200043631165
TFF1 ENSG00000160182 5.31535865509055 2.77619608234766 0.673581585724974 0.709475018445018 2.85111580527535 0.0749197229276895
ENSOARG00020011654 ENSOARG00020011654 5.3040154599145 18.2264964452496 0.770570686141199 0.689710973149857 18.7332947083822 0.506798263132556
ENSOARG00020015596 ENSOARG00020015596 -5.195565115895 -1.29049973712559 0.887666111980304 0.84821302845308 0.0342772063486563 1.32477694347424
ENSOARG00020000114 ENSOARG00020000114 5.17939370895714 0.430830278181781 0.897266673501732 0.783973408492965 0.440758771530191 0.00992849334840928
ENSOARG00020000372 ENSOARG00020000372 5.10688287182257 0.0723453713139255 0.767810780167757 0.53851386930478 0.074657214528892 0.0023118432149665
ENSOARG00020024493 ENSOARG00020024493 -5.02464664754408 -1.01468859896477 0.416676548651069 0.669929118968995 0.030593915782405 1.04528251474717
ENSOARG00020013969 ENSOARG00020013969 -4.99117002843005 -0.0198389644560448 0.820235129618376 0.695395389932465 0.000601968203748093 | 0.0204409326597929
ENSOARG00020012116 ENSOARG00020012116 4.98002467282859 0.0279318533758113 0.857970026929464 0.942061535861 0.0282288172221723 0.000296963846360968
ENSOARG00020011773 ENSOARG00020011773 4.92106084845893 3.62959702073834 0.705832452761686 0.552839104353695 3.76124504961823 0.131648028879884
SLC26A3 ENSG00000091138 -4.89597054736947 -754.177499553705 0.330840174402812 0.57205899643128 24.6878518295235 778.865351383229
KLK4 ENSG00000167749 -4.78739708526638 -0.036818346797663 0.343745324886879 0.724051025161995 0.00130138372554361 | 0.0381197305232066
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ENSOARG00020005727 ENSOARG00020005727 -4.7849627155198 -0.126265297680224 0.883704400412593 0.873124015145863 0.00447697990330126 0.130742277583525
ENSOARG00020002591 ENSOARG00020002591 4.76299285494152 0.466048532730646 0.678077825251925 0.764617399492265 0.486036335154241 0.0199878024235952
ENSOARG00020014156 ENSOARG00020014156 4.74941696212319 4.28441627026882 0.716880151074667 0.688276805760726 4.45875281379534 0.174336543526519
S100A8 ENSG00000143546 4.72531298633464 1.24619396428815 0.763615037471685 0.875275348415652 1.3678216532036 0.12162768891545
KRT36 ENSG00000126337 4.66482018841708 0.03647105778499 0.773783488764952 0.855531537929379 0.0376754035582404 0.00120434577325037
GRP ENSG00000134443 4.66367170499564 35.9428408560887 0.836575551240455 0.924344533879189 41.3505939564768 5.40775310038808
ENSOARG00020021239 ENSOARG00020021239 -4.59940498848173 -2.25380931529806 0.931467139560216 0.843418264039823 0.0950856635040879 2.34889497880215
PRSS27 ENSG00000172382 4.54289695514717 4.2608055896385 0.920812849281677 0.717065701003756 4.32684874428226 0.0660431546437642
ENSOARG00020026387 ENSOARG00020026387 -4.48281311685366 -0.0633855437178787 0.607887537161391 0.774714330999619 0.00279937361951375 0.0661849173373925
TMPRSS11D ENSG00000153802 4.47014188018446 0.320359227172443 0.851097623570003 0.759018701265936 0.340303618572474 0.0199443914000312
ENSOARG00020023153 ENSOARG00020023153 -4.46920291737012 -0.120826576423646 0.805968026338844 0.655413957691635 0.0053391274474405 0.126165703871087
RBP2 ENSG00000114113 4.41704619388933 1.30153487327226 0.558473998831547 0.40503014287533 1.37119757352733 0.0696627002550655
IGFL1 ENSG00000188293 4.35940626188571 0.019247284918464 0.69833725631857 0.816417173255253 0.0202812756483838 0.00103399072991973
CCK ENSG00000187094 4.31328493529238 0.0117975985311752 0.518100524620428 0.701987852697961 0.0124758121098498 0.000678213578674543
GYS2 ENSG00000111713 4.3125787380265 0.369585906573251 0.524253710775918 0.685220095218447 0.390671053512615 0.0210851469393634
S100A12 ENSG00000163221 4.29146525792214 2.59106896214359 0.760076253812433 0.758523901877582 2.73791161414256 0.146842651998973
ENSOARG00020000383 ENSOARG00020000383 4.26760937076823 11.1569115886792 0.648259411010195 0.600321542206942 11.814051924527 0.657140335847787
ENSOARG00020011181 ENSOARG00020011181 -4.25900027561818 -0.00225588589752385 0.930692106722105 0.874560576071345 9.1217201147758e-05 0.00234710309867161
OXTR ENSG00000180914 4.18480320699374 0.547423071976084 0.718277754306683 0.908907501438242 0.897956162912576 0.350533090936492
SPINK14 ENSG00000196800 -4.1817433953541 -0.00523798326827404 0.987012987012987 0.803486387697958 5.06417858976757e-05 | 0.00528862505417172
ENSOARG00020023117 ENSOARG00020023117 -4.17783768119593 -0.624688148962628 0.698154788809904 0.602559400142477 0.0342086856612063 0.658896834623835
TAC3 ENSG00000166863 4.16692906883266 4.6016944536264 0.321370647445723 0.77216717174452 4.89728885568738 0.295594402060981
ENSOARG00020025007 ENSOARG00020025007 -4.14445638002974 -8.14973070133269 0.572727687120471 0.58627115063701 0.45598327693389 8.60571397826658
LYPD2 ENSG00000197353 4.1303292704533 0.302506719475753 0.613558304566679 0.485074033372085 0.322127968800547 0.0196212493247939
ENSOARG00020020891 ENSOARG00020020891 4.08819605626998 92.8586085438018 0.462808121800076 0.484643228300231 99.1894542548288 6.33084571102699
KRT35 ENSG00000197079 4.05551448402891 0.758534796303049 0.401988086517413 0.628226461724914 0.809878475410767 0.0513436791077181
FSTL5 ENSG00000168843 4.03431199857308 0.608568192325194 0.503545104226829 0.742249302813963 0.649788221945426 0.0412200296202324
ENSOARG00020010586 ENSOARG00020010586 -4.02578428004074 -0.654413893237148 0.879163659198644 0.866364404754675 0.0415177637863426 0.69593165702349
MATN1 ENSG00000162510 4.01864242379543 0.0182033427716846 0.462937829355593 0.616734312399007 0.0194741891993515 0.00127084642766691
ENSOARG00020005568 ENSOARG00020005568 3.99996950903221 8.26166695100927 0.556216936306709 0.654621653406175 8.85229260051368 0.590625649504409
ENSOARG00020001244 ENSOARG00020001244 -3.9880188404984 -0.00787557057671479 0.795407438558841 0.777488005635453 0.000490330378307131 | 0.00836590095502192
KRT3 ENSG00000186442 3.95241187819827 0.11778235866841 0.836574943680045 0.712705203734278 0.126278816641448 0.00849645797303805
MMP12 ENSG00000262406 3.94563871231721 2.99494473103739 0.529945505351547 0.589261116546984 3.21901550161837 0.224070770580984
ENSOARG00020000427 ENSOARG00020000427 3.93442293948545 0.0762251651378047 0.768973657959708 0.887591724106844 0.0821005267021742 0.00587536156436946
ATP13A5 ENSG00000187527 -3.91530249608752 -226.767121964689 0.610019612038265 0.557756088370324 15.3212325177328 242.088354482421
KRT78 ENSG00000170423 3.84620142858859 4.85664628411337 0.68743710538597 0.510560392168535 5.24654141687767 0.389895132764298
TMIE ENSG00000181585 -3.80542262850698 -0.501117361694343 0.594644543692849 0.520508056405506 0.0364539900621305 0.537571351756473
OLFM4 ENSG00000102837 3.79735004215817 4.118938668959 0.552708201468705 0.653505583247968 4.45856250784033 0.339623838881322
KRT75 ENSG00000170454 3.78583249517957 1.6396310134023 0.729285450242233 0.7241226686298 1.77754891603256 0.13791790263026
DKK1 ENSG00000107984 -3.78531830978448 -0.458407213984153 0.854845394778049 0.52261665445266 0.033951079305922 0.492358293290075
INHBE ENSG00000139269 3.7554520487291 14.0326458083088 0.583151242725386 0.653289855793245 15.2311565181 1.19851070979119
IGFBP1 ENSG00000146678 3.75169586700212 0.0172064280114894 0.654167742730961 0.881112440505228 0.0183669947090168 0.00116056669752738
TTR ENSG00000118271 3.73586741306458 0.0328280103927138 0.464159129645637 0.564666762616246 0.0355813833198303 0.0027533729271165
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ENSOARG00020012854 ENSOARG00020012854 3.73388499719166 0.150547505319081 0.535012683751303 0.45452163732735 0.163738578529154 0.0131910732100728
BPIFA3 ENSG00000131059 -3.70338876419038 -0.0665372074337309 0.788751878193867 0.578375700922563 0.00518750493299057 0.0717247123667215
ENSOARG00020018060 ENSOARG00020018060 -3.61631363751709 -0.00234932725910245 0.96553961435552 0.514908196436354 0.000163382880576069 | 0.00251271013967852
NMB ENSG00000197696 -3.6105884527357 -0.361948629550567 0.421000128689567 0.501549653653504 0.0302894106364112 0.392238040186978
ENSOARG00020005653 ENSOARG00020005653 -3.60931247910219 -0.00842281835341439 0.893464683857698 0.859496284174818 0.000577823043094457 | 0.00900064139650885
ENSOARG00020007834 ENSOARG00020007834 3.60820086544691 169.348643046171 0.917640829763144 0.570628887624536 174.100120125419 4.75147707924802
APOBEC3Z1 APOBEC3Z1 3.60065605987899 0.0818940483603901 0.941469453500167 0.843196888614979 0.0837095119055201 0.00181546354513008
AQP9 ENSG00000103569 -3.59738285500367 -86.7124577204827 0.696200949984435 0.43057366262928 7.32754508754471 94.0400028080275
NTS ENSG00000133636 3.56316236884929 253.658027656422 0.50681913545105 0.797792179959098 278.697144954811 25.0391172983889
ENSOARG00020009811 ENSOARG00020009811 3.56249925596615 0.558084808281715 0.831713052585341 0.85159934279402 0.612167529601945 0.0540827213202299
GREM1 ENSG00000282046 3.55628746191299 3.35950016879503 0.647308286433341 0.525331956299854 3.70107558490097 0.341575416105935
ENSOARG00020012216 ENSOARG00020012216 -3.49032633160166 -18.1010250730951 0.601089691235662 0.554103952875788 1.68238105983719 19.7834061329323
SERPINB12 ENSG00000166634 3.47420778507579 0.192089898033723 0.556225483769819 0.56136095265624 0.212634844490066 0.0205449464563438
ENSOARG00020001753 ENSOARG00020001753 -3.43537988949491 -0.221251173376968 0.698080404451732 0.608363666918682 0.0210162606866806 0.242267434063648
ENSOARG00020018226 ENSOARG00020018226 -3.40717661733745 -0.0532386590988594 0.749107609830539 0.541064883342557 0.00522088185396742 0.0584595409528269
ENSOARG00020001098 ENSOARG00020001098 -3.40344001263939 -0.0342357893661368 0.830611709397833 0.730729588621107 0.00328916821087223 0.037524957577009
PHLDA2 ENSG00000274538 3.39106716508031 0.325306474319888 0.557379592939645 0.477502454620655 0.362979900512606 0.0376734261927181
ENSOARG00020007580 ENSOARG00020007580 3.38023399394846 14.6884611380242 0.916202274448986 0.547370017050209 15.1751004962149 0.486639358190693
ENSOARG00020008854 ENSOARG00020008854 -3.32043361197932 -14.3420626855636 0.613757392231996 0.504421717314006 1.51535317788897 15.8574158634526
UPK2 ENSG00000110375 3.31434756135508 0.00313727307173313 0.527111993891946 0.794120860470912 0.00352460930929406 0.000387336237560927
MMP7 ENSG00000137673 3.29494686122149 3.01760775813671 0.743589577048928 0.769719728775387 3.92029956663954 0.902691808502828
GRXCR1 ENSG00000215203 3.26416933728337 0.79133409904993 0.48311096262132 0.827128452731347 0.874049535012958 0.0827154359630285
GREB1 ENSG00000196208 3.26232532203146 976.398750184738 0.309089605914334 0.440305795982338 1099.41139428492 123.012644100181
ENSOARG00020008814 ENSOARG00020008814 -3.26060519749211 -0.244046050661095 0.755270394178281 0.548891648029976 0.0269150977481888 0.270961148409283
GJB6 ENSG00000121742 3.25789093422036 0.00483369541035877 0.733228680166457 0.827009795359644 0.00533650100566402 0.000502805595305254
ENSOARG00020000477 ENSOARG00020000477 3.24317205802819 0.0354886233817352 0.824143541036406 0.670801312676388 0.038286804915271 0.00279818153353582
Tabela 5. Genes exclusivos da cérvix bovina na fase estral e folicular

Gene ID Log Fold Change Dif Means gini_1 gini_2 Mean1l Mean2 Fase|

B - estra
BPIFA2B ENSBTAG00000019752 8.01169488659356 0.627058853372568 0.495585367076419 | NA 0.627058853372568 0 Follicular
LOC112446672 ENSBTAG00000052798 5.97028153990243 0.422175917456848 0.568501932138137 | NA 0.422175917456848 0 Follicular
RDH16 ENSBTAG00000001392 -5.30278893747946 -0.211260754246596 NA 0.22153142686123 0 0.211260754246596 | Luteal
C29H110rf86 ENSBTAG00000022246 5.11490131443356 0.901634401094783 0.466235913936583 | NA 0.901634401094783 0 Follicular
ENSBTAG00000048830 ENSBTAG00000048830 4.80228490133332 0.423799663506785 | NA 0.0270053431419432 0 Follicular
TMEM229A ENSBTAG00000049382 4.66450793972288 0.192363626559942 0.441941247442293 | NA 0.192363626559942 0 Follicular
ENSBTAG00000005324 ENSBTAG00000005324 4.58816104654107 2.82899586567018 0.572272110442103 | NA 2.82899586567018 0 Follicular
BSP3 ENSBTAG00000003886 -4.55507383233905 | -0.640788200719888 NA 0.358662173213077 | O 0.640788200719888 | Luteal
LOC507527 ENSBTAG00000013507 4.33049803539077 0.00796028178064769 0.562107108912761 | NA 0.00796028178064769 0 Follicular
NPVE ENSBTAG00000019447 4.19515510583535 0.0412841844376611 0.459296453953889 | NA 0.0412841844376611 0 Follicular
ENSBTAG00000052976 ENSBTAG00000052976 -4.14806392999975 | -0.135683077496103 NA 0.268062655301592 | 0 0.135683077496103 | Luteal
ENSBTAG00000012533 ENSBTAG00000012533 4.12932092887349 0.00941592543141604 0.62449535675828 NA 0.00941592543141604 0 Follicular
ENSBTAG00000049959 ENSBTAG00000049959 3.72021199993998 0.00705352483514716 0.519300181975886 | NA 0.00705352483514716 0 Follicular
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LOC520402 ENSBTAG00000040320 -3.39489882153536 | -0.0364767605915812 NA 0.393006256335909 | 0 (2).036476760591581 Luteal
KCNC2 ENSBTAG00000054123 3.36487699970871 0.0813137372751472 0.615161872409253 | NA 0.0813137372751472 0 Follicular
MYL10 ENSBTAG00000026273 3.34370470861356 0.121832086532478 0.620855813182252 | NA 0.121832086532478 0 Follicular
R3HDML ENSBTAG00000013220 3.1956982497018 0.0211369823488593 0.614225023129965 | NA 0.0211369823488593 0 Follicular
LOC523389 ENSBTAG00000053227 3.1156670054286 0.0553082185424062 0.440599361865036 | NA 0.0553082185424062 0 Follicular
ENSBTAG00000040248 ENSBTAG00000040248 2.98069741015961 0.0126126783125132 0.422518946319597 | NA 0.0126126783125132 0 Follicular
MC4R ENSBTAG00000019676 2.77976167767441 0.181892877426001 0.647587296803692 | NA 0.181892877426001 0 Follicular
ENSBTAG00000054106 ENSBTAG00000054106 -2.77866487828753 | -0.032596894581462 NA 0.141339065763543 | 0 0.032596894581462 Luteal
ENSBTAG00000053691 ENSBTAG00000053691 2.67531653468796 0.00638802558021577 0.329641811491069 | NA 0.00638802558021577 0 Follicular
ENSBTAG00000054917 ENSBTAG00000054917 -2.54230941311803 | -0.0169661005586573 0.016966100558657 | Luteal
3

NA

0.23921970533918

0




