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RESUMO GERAL

O estresse € caracterizado como uma resposta inespecifica a quaisquer desafios,
praticas de manejo como desconforto térmico, vacinacdo e debicagem,
problemas de socializacdo, privacdo de alimento, dentre outros. Verifica-se que
0 estresse pode reduzir a resposta imune das aves e aumentar a predisposicdo a
infeccOes e doencas, situacdo que remete a prejuizos econémicos por retardo da
producédo e/ou reproducdo. Em aves, os mecanismos moleculares envolvidos no
estresse e alteracdo da resposta imune, ainda, sdo pouco conhecidos. Sendo
assim, o objetivo da presente proposta foi investigar marcadores moleculares
expressos em aves quando em estresse. Foram selecionadas 15 sequéncias
genéticas de RNA mensageiro relacionadas com o seu sistema imune. Também
foi realizada a predicdo do escore maximo de antigenicidade da proteina que
cada sequéncia seria traduzida. Os resultados demonstraram que ndo ha
homologia entre as sequéncias selecionadas de aves com as de mamiferos. Das
15 sequéncias, foi realizada a predicdo do RNAm de 10, isso, porque outras 5
apresentavam tamanho superior a 2500 nucleotideos, sendo invidvel a leitura
pelo software. Vinte estruturas secundarias com a minima energia livre foram
analisadas para cada sequéncia. Foram eleitas as com menor energia, ou seja,
com maior estabilidade. Na predicdo da antigenicidade dos epitopos, houve 8934
resultados e foram eleitos aqueles que apresentaram maior escore de
antigenicidade. Esse resultado corroborou para a continuacdo das analises, uma
vez que é necessdrio o entendimento das estruturas secundarias de RNA
mensageiro e da antigenicidade dos epitopos, para o desenvolvimento de
plataforma de diagnostico rapido, para auxiliar os produtores a identificar lotes
de animais que estdo sobre estresse e, assim, melhorar a sanidade, bem-estar
animal e aumento da sua produtividade.

Palavras-chave: Aves. Bioinformatica. Estresse. Imunologia. Marcador
molecular.



GENERAL ABSTRACT

Stress can be characterized an unspecific response for any challenge such as
beak trimming, thermic discomfort, social issues, feed privation, etc. Is known
that stress modify poultry immune response and increases pathogen infections
leading to economic losses caused by production and reproduction delay.
Studies have been done to identify different proteins expressions under stress on
different species. However, poultry did not have those stress modulation and
alteration by stress elucidated. Therefore the aim of this study was investigated
expressed stress molecular markers on poultry. Were selected 15 mRNA genetic
sequences related to immune system. Results showed a non-homology between
poultry and mammals sequences. From 15 sequences, 5 could not be predicted
because they were more than 2500 nucleotides; from the other 10 sequences the
analysis showed 20 conformational structure per each and the most stable
sequence were accept by the Minimum Free Energy. The highest antigenic
epitope were accepted by the maximum score, a total of 8934 epitopes were
predicted and 15 were taken. These results will support future studies to expand
understanding on how stress can modulate the immune system and possibilities
to have a rapid diagnostic, helping on increasing animal welfare, biosecurity and
productivity.

Keywords: Poultry. Bioinformatics. Stress. Immunology. Molecular marker.
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BLAST Basic Local Alignment Search Tool
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

A produgdo industrial de animais, especialmente, aves, pode sofrer
prejuizos provenientes de fatores estressantes, provocando alteracbes na
fisiologia e na saude do animal, prejudicando o seu desempenho. Um exemplo
da importancia do estresse, na producdo animal, é a perda econdmica gerada,
anualmente, nos Estados Unidos da América, por exemplo, que varia entre 125 a
165 milhdes de délares (BJORKQUIST et al., 2015). Por definicdo classica, o
estresse € caracterizado como uma resposta inespecifica a quaisquer desafios,
em que o eixo hipotalamico-adeno-hipofisario (HPA) modula diferentes
respostas no organismo (GUYTON; HALL, 2006).

O estresse pode ser provocado por diversos fatores como desconforto
térmico (BOZKURT et al.,, 2012; SOHAIL et al., 2012), problemas de
socializacdo, privacdo de alimento, dentre outros (GODBOUT; GLASER,
2006). Esses fatores reduzem a resposta imune e aumentam a predisposicdo a
multiplicacdo e replicacdo de microorganismos patogénicos (QUINTEIRO-
FILHO et al., 2010).

Em relacdo ao sistema imunoldgico das aves, existem diferentes meios
para analisar o estresse como um modulador da resposta imune. Na literatura
encontram-se a contagem e relacdo de linfocitos com heterofilos, mensuragéo de
cortisol no sangue das aves (HONDA et al., 2015), quantificagdo da HSP70
(KORTE et al., 2013), dentre outros. Contudo a utilizacdo da biologia molecular
remete, para um entendimento mais aprofundado sobre a presenca, expresséo e
mecanismos de acdo dos genes, com aumento da sensibilidade e especificidade
em relagdo a outras técnicas. A utilizacdo de marcador molecular foi iniciada, na
década de 70 e ¢ bastante utilizada como ferramenta de genotipagem, construgdo

de mapas genéticos (GRIFFITHS et al., 2000) ou marcadores de enfermidades,
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por exemplo (KIM et al., 2014). Um segmento de DNA especifico pode ser
caracterizado e ser, geneticamente, representativo.

Os marcadores moleculares sdo considerados estaveis mesmo com uma
mudanca do meio em relacdo: a diferenciagdo, ao desenvolvimento, crescimento
ou estado imunolégico do animal (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH,
2008). Ap6s uma padronizacdo dos marcadores moleculares, serd possivel
analisar amostras de sangue provenientes de granjas, para detec¢do do estresse e,
assim, poder contribuir para uma diminuicdo do impacto que causa uma vez
que medidas poderao ser tomadas para alivia-lo.

A caracterizacdo molecular da resposta imune em aves que sofrem
estresse desenvolverda uma nova perspectiva de entendimento da modulagdo
imunoldgica nesses animais. O conhecimento sobre os marcadores de avaliacao
do estresse facilitardo futuras pesquisas nos processos de identificacdo de
estresse No campo.

Apesar de diversos estudos, demonstrando que o estresse afeta a
condicdo de vida dos animais (CARLSSON et al., 2014; CHANG et al., 2007;
LARA; ROSTAGNO, 2013; TERLOUW et al, 2008; WIEPKEMA,
KOOLHAAS, 1993), até 0 momento sdo poucas as informacdes que sugerem a
possibilidade de persisténcia destes efeitos, ao longo da vida das aves e ndo se
sabe como ocorre a modulacdo do sistema imune, nessas condi¢fes, o que
justifica o ineditismo do presente trabalho. Uma ferramenta importante, para
esse entendimento e que proporciona relevante acurdcia e baixo custo é a
bioinformatica.

Assim sendo, o objetivo deste estudo foi investigar in silico possiveis
marcadores moleculares expressos em aves e identificar por ontologia se as
sequéncias genéticas sdo semelhantes as dos mamiferos. Além disso, predizer a
conformagdo estrutural secundaria do RNAm e predizer a antigenicidade dos

epitopos das proteinas formadas pelas sequéncias selecionadas e, assim, em
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estudos futuros, essas sequéncias poderdo ser testadas e utilizadas com o
proposito de marcadores moleculares de estresse em aves de producdo e a
criacdo de uma plataforma de imunodiagndstico capaz de identificar o estresse,
de forma réapida, segura e de baixo custo para todo o sistema avicola. A partir do
conhecimento obtido nas andlises, podera ser determinada a necessidade de
aplicacdo de medidas de intervencdo e o melhor momento de fazé-las, definindo
pontos estratégicos de manejo e biosseguridade, além de potenciais alvos

terapéuticos de prevencdo e tratamento.
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REFERENCIAL TEORICO
1.1 A avicultura nacional

A avicultura nacional tem evoluido, intensamente, nas Ultimas décadas
tanto do ponto de vista tecnol6gico, como territorial, expandindo a sua presenca
em diversas regifes de clima tropical e temperado. O Brasil se destacou, em
2015, quando foi realizado o ultimo censo, como o segundo maior produtor de
carne de frango do mundo, quando produziu 13,146 milhGes de toneladas do
produto, ficou atras dos EUA com producdo de 17,971 milhdes de toneladas.
Brasil possui um consumo de ovos per capta de 182 unidades, por ano, sendo
um pais que possui uma producdo autossuficiente na producdo de ovos
(ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL - ABPA, 2014).

Em se tratando da producdo de grande numero de animais e seu
processamento de produtos e subprodutos, visualizar erros de manejo, desde o
inicio da cadeia de producéo, significa minimizar prejuizos, além de garantir o
bem-estar dos animais. Em aves, as duas primeiras semanas de vida sdo
essenciais para o desenvolvimento do trato gastrointestinal e desempenho de
crescimento (GEYRA; UNI; SKLAN, 2001; PEEBLES et al., 2004).

1.2 Estresse em aves

As aves sofrem diretamente com o estresse. Niu et al. (2009)
demonstraram que frangos de corte, submetidos ao estresse térmico, aos 21 dias
de idade, apresentaram baixo indice de ganho de peso e consumo alimentar
comparado ao tratamento controle. Resultados semelhantes, em relagdo ao
ganho de peso e consumo de ragdo, em aves submetidas ao estresse térmico,
foram relatados em diversos trabalhos (DAI et al., 2009; SOHAIL et al., 2012;
WILLEMSEN et al., 2011).

Em condicBes de estresse, as aves aumentam a secre¢do de HSP70 e

estudos concluiram que essa proteina de choque térmico possui um efeito
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positivo na protecdo intestinal (GU; TANG; YANG, 2012; GU; HAO; WANG,
2012). Outro fator estressante bastante evidenciado na producdo de aves é o
estresse por manipulagdo e transporte. Para que ocorra o carregamento, as aves
entram em contato com os manipuladores e sdo aglomeradas em caixas que
seguem, principalmente, por rodovias com privacdo de alimento e agua, até o
destino final. Dependendo de como sdo realizados esses procedimentos, essa
situacdo compromete a saude, eficiéncia produtiva e o bem-estar animal dessas
aves (MITCHELL; KETTLEWELL, 2009).

As linhagens de postura industrial sdo predispostas a reaclGes de
agressividade e dentre elas podemos destacar a bicagem do canhdo da pena, que
contém sangue, apresentando, assim, a cor avermelhada, que é atrativo para as
galinhas; esse efeito pode resultar em casos de canibalismo. Esse procedimento,
se realizado de forma correta, melhora a conversdo alimentar uma vez que ha
menor desperdicio de racdo e uma menor taxa de mortalidade pela diminuicdo
da bicagem que propicia um ambiente para infeccdes e do canibalismo (MACK
et al., 2005).

1.3 Sistema Imune das aves

A resposta imunoldgica pode ser dividida em inata e adaptativa. Na
resposta inata temos a presenca de proteinas que ndo necessitam de uma
exposi¢do anterior & infeccdo (CARROLL; PRODEUS, 1998; REID et al., 2007)
e dos heterdfilos, que realizam a deteccdo do padrdo molecular associado ao
patogeno e a sua fagocitose, liberando fatores antimicrobianos e estimulando o
organismo a debelar contra o corpo estranho (KOGUT et al., 2005).

Uma classe importante para o sistema imune inato é a dos receptores de
reconhecimento de padrdo (PRR). Dentro desta destacam-se 0s receptores
semelhantes a Toll (Toll Like Receptor-TLR) e sdo descritos como 0s

representantes mais antigos do sistema imune dos animais. Esses receptores ndo



17

possuem variagdo na especificidade, por isso, eles reconhecem padrbes
conservados de microorganismos, ou seja, regides que nao sofrem mutagoes,
altamente especificas para o reconhecimento e que ndo se encontrem como
regibes conservadas, no organismo do hospedeiro, evitando, assim, 0 seu
reconhecimento como estranho (WERLING; COFFEY, 2007). O mecanismo de
ativacdo da resposta imune inata e adaptativa pelos TLRs inicia-se com uma
série de vias de sinalizacdo (CORMICAN et al.,, 2009). O TLR ativa a
transcricdo do fator nuclear kappaB (NF-kB, do inglés nuclear fator kappa B),
que induz a transcricdo de diferentes genes relacionados a outros componentes
do sistema imune como citocinas, quimiocinas e moléculas coestimulatorias que
favorecem o direcionamento da resposta imune adaptativa (BIELINSKA et al.,
2014). Em aves TLR 4 ¢é importante, para reconhecimento de
lipopolissacarideos, envelopes de glicoproteinas, glicoinositol-fosfolipideos,
como exemplo, a Salmonella entérica serovar Thyphimurium (LEVEQUE et al.,
2003; MALEK; HASENSTEIN; LAMONT, 2004), e o TLR 5 reconhece
proteina flagelina (ex.; E.coli patogénica aviaria) (KOGUT et al., 2006).

As citocinas sdo fatores importantes na resposta inata e adaptativa. Sdo
utilizadas pelo sistema imune, para realizar a sinalizacdo celular (MOSER et al.,
2015) e, por se ligarem a receptores especificos ha membrana, iniciam uma
reacdo em cascata que propicia indugdo, auxilio ou inibicdo na regulacdo de
novas proteinas transcritas e expressas (PENHA FILHO et al., 2012). Dentre 0s
tipos de resposta imune, podemos observar diferentes perfis imunolégicos,
dentre eles, o perfil Thl gque corresponde a uma resposta pelas interleucinas (IL)
6, IL-12 e INF- vy; e o perfil Th2 que ¢é regulado pela IL-10 (HAGHIGHI et al.,
2008).

O sistema imune, de uma forma geral, capacita todo o organismo para
que ele seja capaz de impedir a entrada e/ou a proliferagdo de antigenos. Uma

porta de entrada, para diferentes tipos de patdgenos, € o trato gastrointestinal
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(TGI). Nesse contexto, a mucosa intestinal possui uma importante fungéo na
protecdo do organismo contra a infeccdo e na manutencdo da homeostase. Em
frangos de corte, o principal centro de defesa do sistema imune no TGI, utilizado
para debelar patdgenos, é o tecido linfoide associado ao tecido intestinal
(GALT), capaz de provocar resposta frente a bactérias, virus e parasitas
patogénicos entéricos (KLIPPER; SKLAN; FRIEDMAN, 2000; MAST;
GODDEERIS, 1999).

As tonsilas cecais realizam a funcdo dos linfonodos, sendo o maior
tecido linfoide do GALT, possuindo em seus centros germinativos tanto células
B como T (LILLEHOJ; TROUT, 1996). E importante salientar que as células B
sdo os linfécitos que estdo em maior proporcdo na lamina prépria do epitélio
intestinal, e as células T se encontram mais abundantes no meio e abaixo da
camada de muco . O sistema imune define algumas estratégias necessarias, para
modular uma resposta eficiente, frente as infec¢des; uma importante estratégia é
a sintese de imunoglobulina (Ig) A em uma resposta ndo inflamatdria. Apods a
ligacdo ao receptor polimérico Ig (pIgR), os dimeros de IgA sdo secretados pelas
células intestinais B, entdo, denominadas de IgA secretoras (sIgA), capazes de
modular diferentes rotas de protecdo do hospedeiro (JAWALE; LEE, 2014;
RODRIGUES et al., 2008). A secrecdo de IgA é controlada pelo perfil
imunoldgico Thl e pelas citocinas IL-6, II-10, INF-y e TNF-a (JANARDHANA
et al., 2009).

Outro importante 6rgdo imune das aves € o baco. Este € o maior érgdo
linfoide secundario e pode ser dividido em polpas branca e vermelha. A branca
possui funcdo de alojar linfécitos maduros, como células B produzidas e
secretadas pela bolsa cloacal a qual sera parte alojada no bago e parte em outros
orgdos linfoides secundarios. Alguns linfécitos T, também, ocupam a polpa

branca em uma area denominada de zona T dependente do bago. A funcdo da
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polpa vermelha, inicialmente, é de hematopoiese seguindo para uma fase de
filtracdo de eritrocitos senescentes (OLAH; VERVELDE, 2008).

O sistema imunoldgico possui varios tipos de células que auxiliam na
resposta imune. Dentre essas células, podemos destacar o linfécito T gama delta
(yd) que possui uma afinidade por protecdo da mucosa intestinal ¢ € um dos
principais elementos na defesa contra microorganismos entéricos (ZARIN et al.,
2015). Essas células sdo comumente encontradas no sangue periférico, timo,
baco e bolsa cloacal, participando, ativamente, da modulacdo do sistema imune
(BERNDT; METHNER, 2001). Em aves, os linfocitos T y6 possuem uma
proporcgao de 50% comparado com outras células T (DE SANTIS et al., 2015) e
estudos recentes demonstraram que apés infeccdo por Salmonella sp. o nivel de
linfocito T yd e de linfocitos intraepiteliais intestinais aumentaram. Em
consequéncia disso, pode-se observar uma diminuicdo da infeccdo bacteriana
(LEE; LEE; LEE, 2012).

1.3.1 Marcadores moleculares

Marcador molecular pode ser definido como um fragmento de DNA que
esta localizado em determinado loco. Essa sequéncia de DNA tem a capacidade
de identificar em um pool de DNA a fita alvo (AGARWAL; SHRIVASTAVA;
PADH, 2008). A biotecnologia tem avancado, dia apds dia e, com isso, a sele¢do
de marcadores moleculares tem uma fundamental influéncia na melhoria do
potencial produtivo, resisténcia a certos tipos de doencas, avaliagdo de respostas
e é importante na conservacdo de espécies (SINGH et al., 2014).

Uma variacdo especifica no codigo genético pode  ser
identificada/diferenciada pelo uso de marcadores moleculares. Essa identificacdo
pode ser baseada em uma diferenciagdo fenotipica, visivel ou simplesmente por
acesso ao banco genético, sendo classificada quanto & visualizacdo morfologica

ou na produgdo génica como os marcadores bioquimicos (AGARWAL;
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SHRIVASTAVA,; PADH, 2008). Uma caracteristica que faz os marcadores
moleculares serem tdo usuais, no dia a dia do diagndstico, € que uma pequena
variagdo na sequéncia de DNA pode ser identificada, para a realizagdo de
identificacdo de individuos. Algumas dessas variacbes podem ser mutaces,
translocagdo, delecdo ou insercdo, além de ser possivel identificar essas
variacbes, em qualquer parte do corpo do individuo como tecido, sangue
(CARGILL; WOMACK, 2007) e ndo se modificam frente ao ambiente ou
efeitos epistaticos ou pleiotropicos (AGARWAL; SHRIVASTAVA; PADH,
2008). Uma vez que o ambiente pode modificar a expressao/sequéncia do RNA
mensageiro, 0 marcador molecular, por ser igual frente a esses desafios, sera
capaz de identificar a sequéncia de nucleotideos alvo, mesmo que ocorram 0s

processos supracitados (delegdo, translocacdo ou insercao).
1.3.2 Anédlises de bioinformatica

Com o advento da biologia molecular, foi necessario o uso de
ferramentas que possibilitasse organizar e analisar, de forma rapida e precisa,
uma grande guantidade de sequéncias genéticas catalogadas em bancos de dados
publicos e privados. A bioinformatica é uma ferramenta multidisciplinar, que
abrange os conceitos de biologia molecular, estatistica, bioquimica, fisica,
engenharia e informatica, sendo capaz de identificar, analisar, predizer e, ainda,
comparar por filogenia (ontologia) as mais diversas sequéncias genéticas. A
ontologia é importante quando ha necessidade de identificar a distncia genética
entre uma ou mais espécies. Dependendo da distdncia evolutiva, podemos
utilizar marcadores ja estabelecidos na literatura, contudo, quando a distancia
ndo pertence a mesma raiz, temos que considerar, analisar e testar a sequéncia
alvo, a fim de ndo ter homologia com outros possiveis marcadores, para a

espécie, ainda, ndo estudada, aumentando, assim, a acuracia dos marcadores.
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A anéalise da predicdo da estrutura secundaria do RNAm é capaz de
indicar a funcdo que a molécula exercerd no organismo e sua estabilidade
(HOFACKER; FEKETE; STADLER, 2002; KRISHNAN et al.,, 2008). O
entendimento da conformacdo do polimero de RNAm pode predizer os
mecanismos das reagdes bioldgicas bem como compreender a estrutura proteica
que determinada sequéncia formard e sua propria regulacdo génica.
Consequentemente, essa ferramenta consegue estabelecer o desenvolvimento de
novos farmacos e polimeros sintéticos que possam ser capazes de bloquear
processos bioldgicos ndo desejaveis (GASPAR et al., 2013). A predicdo tanto
dos marcadores moleculares quanto da antigenicidade dos epitopos fornece
resultados capazes de identificar regides de ligacdo entre receptor e ligante com
alta afinidade, sendo importantes para profilaxia de diversas doengas por meio
da producdo de vacinas e tratamento com imunoterapias (AMAT-UR-RASOOL;
SAGHIR; IDREES, 2015; CHEN; RAYNER; HU, 2011; GAO et al., 2012;
KRINGELUM et al., 2012; MOISE et al., 2015), bem como para a construgédo
de ferramentas de imunodiagnostico (BHATTACHARYYA et al., 2014) e
predizer epitopo, para determinada regido geografica, em que ha uma
diminuicdo do polimorfismo e, com isso, aumentam as chances de desenvolver
um determinado imunobioldgico para uma populacdo especifica (YANG et al.,
2015).

A determinacgdo da estrutura secundaria do RNA mensageiro pode ser
realizada pela maximizacdo do nimero de pares de bases e pela minimizagdo da
energia livre da estrutura (MFE, do inglés Minimum Free Energy). A primeira
pode ser definida como sendo a necessidade de obter uma estrutura em que haja
a maior quantidade de pares de base complementares, na sequéncia de RNA.
Dessa forma, sera obtida uma estrutura com alta estabilidade (ZOU et al.,
2009). MFE ¢é obtida, a partir de uma funcdo termodinamica, denominada como

energia livre de Gibbs. Nesse sistema, a estabilidade ocorre quando a energia
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livre de Gibbs é minima. Sendo assim, a molécula de RNA possui uma maior
estabilidade, quando em uma determinada temperatura, obtiver a menor energia
livre de Gibbs (DRORY RETWITZER et al., 2015; FU; YANG; ZHANG,
2015).
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2 CONSIDERAGCOES FINAIS

De acordo com as informacGes descritas, compreende-se que ha
necessidade de estudar os efeitos do estresse nas aves de producéo tanto na fase
aguda de exposi¢do assim como os efeitos que podem provocar ao longo da sua
vida. O auxilio da analise in silico confere um baixo custo, para iniciar a
pesquisa, que tem como objetivo final encontrar os marcadores moleculares com
maior estabilidade, segundo as analises de conformacgao estrutural do RNAm e
com a maior antigenicidade dos epitopos tendo como objetivo utilizar as
sequéncias eleitas, em futuros estudos in vivo, onde serd possivel testa-las e
comprovar a sua eficiéncia. Os estudos seguirdo tendo como alvo o
desenvolvimento de um teste rapido de imunodiagnostico, quando sera possivel
atender a demanda das propriedades, sendo, entdo, capaz de identificar o estresse
nas aves, em qualquer fase de criagdo. Dessa forma, o prejuizo relacionado ao
bem-estar animal e econdmico sera diminuido e tanto animais e proprietarios
serdo beneficiados com os resultados deste estudo. 1sso serd possivel com o
compreendimento inicial das estruturas secundarias de RNAmM e da

antigenicidade dos epitopos apresentadas neste trabalho.
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Predicted filogeny, secondary conformational structure and epitope
antigenicity of immunological molecular markers of stress on poultry

Abstract

Poultry production is faced by different type of stress and its lead to an
animal welfare and economic losses and also immunity decreases when
animals are under stress. In silico analysis is important to reduce cost and
also to increase results accuracy. A bioinformatics tool was used to
perform ontology studies from 15 different poultry immune sequences.
Also, prediction of structures of mRNA and maximum of antigenic
residues were analyzed. Non homology was found between poultry and
mammals sequences. It leaded to continue the prediction of new possible
molecular markers. From 15 sequences, 5 could not be predicted because
they were more than 2500 nucleotides; from the other 10 sequences the
analysis showed 20 conformational structure per each and the most stable
sequence were accept by the Minimum Free Energy. The highest
antigenic epitope were accept by the maximum score, a total of 8934
epitopes were predicted and 15 were took. These results will support
future studies to expand understanding on how stress can modulate the
immune system and possibilities to have a rapid diagnostic, helping on
increasing animal welfare, biosecurity and productivity and also
developing additives to participate on the stress controlling, making

animal production more sustainable.

Key words: Stress; Poultry; Bioinformatics; Prediction, mRNA;

Antigenicity; Epitope; Ontology
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INTRODUCTION

Stress is a common problem on animals and humans. Negative
impacts of stress on poultry industry such as production, quality and
economic loss have been described for many years (DE HAAS et al.,
2013; LARA; ROSTAGNO, 2013; MASHALY et al, 2004;
QUINTEIRO-FILHO et al., 2010; ROZENBOIM et al., 2007; VIEIRA et
al., 2008). Developed countries as United States spend between 125 to
165 million dollars with stress on poultry production per year
(BJORKQUIST et al, 2015). In fact, stress response releases
catecholamines (norepinephrine and epinephrine) (ASANO et al., 2012;
LYTE; VULCHANOVA; BROWN, 2011), glucocorticoids (HART,;
KAMM, 2002; SAPOLSKY; ROMERO; MUNCK, 2000) from the
hypothalamic-pituitary-adrenal (HPA) (GU; HAO; WANG, 2012) and,
studies have shown a relation between all systems such as
neuroendocrine, immune and gastrointestinal (OGLODEK et al., 2014;
ROBERT; LABAT-ROBERT, 2015). A difficult to understand how
receptors and immune components can interact to modulate the immune
response against stress is crucial to identify possibilities to modulate the
immunity.

Last decade had an important impact on the molecular biology
field especially on RNA study that is crucial to understand how immune
components modulate the cells and their mechanisms (FRELLSEN et al.,
2009). Analyze and predicted conformation structure by molecules
released is a new perspective to understand, in a molecular pathway, how
these molecules such as neurotransmitters, immune peptides modulate the

function of a stress misbalance. For this proposal molecular tools are
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important to predict this structure. A variety of studies releases several of
genetic sequences each year on public/private databases and, an important
tool which organizes and analyzes some characteristics of genetic
sequences (ontology) and predicted a secondary conformational structure
of mMRNA is bioinformatics (KAIKABO; KALSHINGI, 2008; ROMER et
al., 2016). The aim of this study was evaluated the main immune
components and predicted their ontology and secondary conformational
structure to find possible immune molecular markers to preview binding
sites to manipulate, in a short future, synthetic or recombinants peptides
able to modulate the immune system and ensure how its play with another
systems to regulate the acute and chronic stress suffered by poultry. And
then, keep on the knowledge obtained from the analysis may be
determined the need for the application of intervention measures and the
best time to do it, defining strategic points of management and
biosecurity, as well as potential therapeutic targets for prevention and

treatment.

MATERIALS AND METHODS

Firstly, a search into the literature was done for possible molecular
markers which could be a link for stress response and immune
components (Table 1) about mRNA from Gallus gallus. Those derived
from innate and acquired response were selected to be analyzed by
computational approaches. To measure the inheritance between the
genetic sequences within species, ontology analyses were done. For all

selected genes a BLAST research was performed to get a phylogenetic
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tree. Moreover, for all selected genes, a prediction of the secondary
mRNA was performed using an online software
(http://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructure Web/Servers/ Fold
/Fold.html) following the RNA Fold algorithm to predict the lowest free
energy conformation (MATHEWS et al., 2004). After, we predicted the
epitope antigenicity of all sequences searched. Briefly, the nucleotide
sequences were translated into protein sequence and then epitopes
antigenicity analysis were performed using an Immune Epitope Database
Analysis (http://tools .immuneepitope.org/tools/bcell/iedb_input)
following KOLASKAR and TONGAONKAR (1990) method.

Table 1. Selected mRNA sequencesErro! Vinculo ndo valido.Legend: |
(innate), A (adaptative), HSP (Heat Shock Protein), IL (Interleukin), R (receptor), INF y
(Interferon Gamma), TNF o (Necrosis Tumor Factor Alpha), TCR y6 (T Cell Receptor
Gamma Delta), TLR (Toll Like Receptor).

RESULTS AND DISCUSSION

After analyzed all the genetic sequences within the bioinformatics
tools described above, we identified that some genes such of cytokines
did not have any phylogeny cluster (Figure 1-15). The majority of
cytokines receptor and Toll Like Receptor (TLR) 4 and 5 had just one
root in common, specifically for TLR 4 and 5 they recognize same patters
(KOGUT et al., 2006; LEVEQUE et al., 2003). Only interleukin (IL) 1
had three genetically clusters and T cell receptor gamma had a six
genetically cluster. This can be explained because mammalians and

poultry had different ancestors and evolutionary they took different ways.


http://rna.urmc.rochester.edu/RNAstructure%20Web/Servers/%20Fold%20%20/Fold.html
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Instead, gene homology can be found for humans and a lack of mammals
contributing to use the same cell molecular marker for different species
(SCHULPEN et al.,, 2015). An important human model for several
diseases is rodent such as mice and mouse because they have a high gene
homology and results can be extrapolated for humans (HUANG et al.,
2016). It explains the importance of this study where poultry molecular
markers are so different of a common ancestral and demonstrated a non-
gene homology correlation.

Depending the evolutionary distance between phylogeny clusters
may lead to use literature known molecular markers, because domains are
conserved. However, when the distance do not belong to the same
phylogeny cluster have to be consider analyze and test the target sequence
to check possible homology between the studied specie, increasing the
molecular marker accuracy (IGEA et al., 2010). From our point of view,
this ontology study was crucial to define if we can use existed
mammalian immune molecular markers or if we need to search for
potential poultry immune molecular markers. Results showed an
importance to select potential immune genes, analyze and tested them to
completely understand what and how poultry immune response can be
modulated by stress. Interleukin receptor can just have one root with other
species because they are more conserved than soluble interleukin.

Minimum Free Energy analyses (Table 2) showed a lower energy
for each mRNA sequence. It predicts that in a controlled temperature T
(310.1 K -37°) the more stable conformational structure found for each
sequence and in a translational biological process that follow the central

dogma of molecular biology (DNA-RNA-Protein) the sequence may
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approach (JAEGER; TURNER; ZUKER, 1989; KNUDSEN; HEIN,
2003). From 15 sequences, only 10 could had a prediction of mRNA
because 5 of them had more than 2500 nucleotides, and the software
could not analyze. So were found 200 results of MFE (20 per sequence)
and the lowest MFE were selected (Figure 16-25) to be tested in a future
because we want to guarantee to study the most stable secondary mRNA
structure (DRORY RETWITZER et al., 2015; FU; YANG; ZHANG,
2015).
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Table 2. MRNA Minimum Free Energy prediction.

Immune component Immune response MFE
HSP70 | -633,7
IL1 | -431
IL1-R | -533,2
IL4 A -126,1
IL10 | -175,7
IL10- R | -872,3
IL12 | -248
INF y | -297,6
INF y- R | -665,2
TNF o [ -207,8

Legend: MFE (Minimum Free Energy), | (innate), A (adaptative), HSP (Heat Shock
Protein), IL (Interleukin), R (receptor), INF y (Interferon Gamma), TNF o (Necrosis
Tumor Factor Alpha).

As the ontology analysis showed, our sequences did not have
conserved regions for any other molecular markers already studied thus
elucidate that this research is pioneer to study immune molecular markers
structures on poultry. Other studies had shown the use of prediction of
MRNA structure to comprehend the tertiary mRNA structure and after all
the protein behavior such as positive or negative impacts into the
organism (BIDA; MAHER, 2012; CONTRANT et al., 2014; FRELLSEN
et al., 2009; MARASHI et al., 2006) and manipulate genetic sequence to
create new recombinant vaccines for example (ILYINSKII et al., 2009).

More recently, performed an epitope antigenicity had more
importance by the fact to diminished cost and get highly accuracy on
developing researches of new diagnostics platform. Our antigenicity
results (Table 3) and the graphic results (Figure 25-40) showed a total of

8934 different antigenic epitopes. One of maximum score of antigenicity
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was taken from each sequence/protein. Our approach wanted to get the
maximum score for each epitope and after all we may have the most
stable structure of MRNA that leads to a most antigenic epitope to build
our immune diagnostic platform stress for poultry. Other studies had
shown a high performance using this analysis to get a best antigenic
epitope relevant for immune diagnostic platform, vaccine production and
several treatments, especially in humans (CAl et al., 2015; GOMEZ et al.,
2015; HERNANDEZ-GUZMAN et al, 2014, KOLASKAR,;
TONGAONKAR, 1990). Those results started the process to understand

the immune modulation caused by stress.

Table 3. Epitope antigenicity prediction.

Immune Immune  Number of

component response  epitopes  Position  Residue  Peptide Score
HSP70 | 628 443V SVLVQVY 1.227
IL1 | 195 100 F SAFFLFC 1.144
IL1-R | 1030 161 AVIICVV 1.276
IL4 A 771 712P VVVPRAV  1.219
IL4- R A 298 270 P ALGPVVL 1.181
IL10 | 169 7TA CCQALLL 1.236
IL10-R | 561 237 L VFVLLIL 1.251
IL12 | 356 11V ACCVVLA  1.281
IL12-R | 1861 620 P LYIPCVV 1.258
INF y | 158 1L LFVLSVI 1.217
INF y- R | 561 237 L VFVLLIL 1.251
TCR vd I, A 642 383Y VICYILV 1.270
TLR4 | 787 614 L ILILVVV 1.279
TNF a | 142 1211 CCLIPFC 1.256
TLR5 I 775 602 L ILILVVV 1.279

Legend: | (innate), A (adaptative), HSP (Heat Shock Protein), IL (Interleukin), R
(receptor), INF y (Interferon Gamma), TCR yd (T Cell Receptor Gamma Delta), TLR
(Toll Like Receptor), TNF a (Necrosis Tumor Factor Alpha)
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CONCLUSIONS

After understand how the sequences are heterologous between poultry
and mammals and the biological effects may be different, we identified
the necessity to predict the highest mRNA conformational structure
which will lead to stress molecular markers and the highest antigenic
epitope to increase the chances to develop an immunodiagnostic platform.
Those results develop tolls which lead us to a new perspective to
understand how stress modulate the immune response and have a tool to
enhance animal welfare and reduce economic loss caused by stress on
poultry production.
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Figure 1Gallus gallus Heat Shock Protein phylogenetic tree.
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OPREDICTED: Ornithorhynchus anatinus interleukin-3 alpha-like (LOC100092652), mRNA
QPREDICTED: Dasypus novemcinctus interleukin 1, beta (IL1B), partial mRNA
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Figure 2. Gallus gallus Interleukin 1 Beta phylogenetic tree.
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Figure 4. Gallus gallus Interleukin 4 phylogenetic tree.
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Figure 5. Gallus gallus Interleukin 4 receptor phylogenetic tree.
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Figure 8. Gallus gallus Interleukin 12 receptor phylogenetic tree.
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Figure 10. Gallus gallus Interferon Gamma phylogenetic tree.
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Figure 11. Gallus gallus Interferon Gamma receptor phylogenetic tree.
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Figure 12. Gallus gallus T Cell Receptor Gamma Delta phylogenetic tree.
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OPREDICTED: Condylura cristata toll-like receptor 4 (TLR4), mRNA
Q “arnivores | 2 leaves
“bats | 4 leaves
QPREDICTED: Ceratotherium simum sintum toll-like receptor 4 (LOC101401387), mRNA
“ven-toed ungulates | 6 leaves
~vhales & dolphins | 5 leaves
“hats | 2 leaves
“irimates | 46 leaves
“placentals | 2 leaves
“fbrimates | 5 leaves
) “placentals | 4 leaves
~“abbits & hares | 4 leaves
“frodents | 2 leaves
03 9 “fodents | 3 leaves
l_l o OPREDICTED: Jaculus jaculus foll-like receptor 4 (Tlr4), mRNA
OPREDICTED: Omithorhynchus anatinus toll like receptor 4 (TLR4), mRNA

Figure 13. Gallus gallus Toll Like Receptor 4 phylogenetic tree.
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Q5i/66793458)7efNM_001024586.1| Gallus gallus toll-like receptor 5 (TLRS), mRNA

JPREDICTED: Omithorhynchus anatinus toll like receptor 5 (TLR3), mRNA

“narsupials | 10 leaves

hlacentals | 2 leaves
“odents | 4 leaves
“lacentals | 3 leaves
Q
") 4ﬂmat&s | 63 leaves
PREDICTED: Loxodonta africana toll-like receptor 5 (TLRS), mRNA
‘ven—toed ungulates | 15 leaves

|ﬂ.04 |

{PREDICTED: Elephantulus edwardii foll-like receptor 5-like (LOC102871154), mRNA

Figure 14. Gallus gallus Toll Like Receptor 5 phylogenetic tree.
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.5i[538549091gb AV 765397.1| Gallus gallus TNF-zlpha factor mRNA, complete cds

“fnonotremes | 3 leaves

Q
[*) .
“narsupials | 2 leaves
“ven-toed ungulates | 14 leaves
@ ]
(PREDICTED: Equus asinus lipopolysaccharide-induced TNF factor (LITAF), mRNA
9
¢ ‘rimates | T4 leaves
9 “lacentals | 2 leaves
| 0.02 |
“Stodents | 4 leaves

Figure 15. Gallus gallus Tumor Necrosis Factor- Alpha phylogenetic tree.
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ENERGY = -633.7 gl |208964705|gb|FJ2..

Figure 16. Gallus gallus Heat Shock Protein mMRNA Minimum Free Energy
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ENERGY = -175.7 ail148540095|/ref|NM..

Figure 17. Gallus gallus Interleukin 10 mRNA Minimum Free Energy.
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ENERGY = -533.2 gi|971376440|ref|XM...

Figure 18. Gallus gallus Interleukin 1 receptor mRNA Minimum Free Energy.
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ENERGY = -431.0 gil|45433513 |ref|NM ...

Figure 19. Gallus gallus Interleukin 1 mRNA Minimum Free Energy.



EMERGY = -126.1 gl|55741695|ref|NM ...

Figure 20. Gallus gallus Interleukin 4 mRNA Minimum Free Energy.
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ENERGY = -872.3 gi|88853848|ref|NM ...

Figure 21. Gallus gallus Interleukin 10 receptor mRNA Minimum Free Energy.



ENERGY = -248.0 gi|47087194 |ref|NM ...

Figure 22. Gallus gallus Interleukin 12 mRNA Minimum Free Energy.
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ENERGY = -297.6 gi|45433517 |ref|NM ...

Figure 23. Gallus gallus Interterferon Gamma mRNA Minimum Free Energy.
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ENERGY = -665.2 gi|62899051|ref|NM ...

Figure 24. Gallus gallus Interterferon Gamma receptor mRNA Minimum Free

Energy.
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ENERGY = -207.8 gi|53854909|gb|AY7S...

Figure 25. Gallus gallus Tumor Necrosis Factor- Alpha mRNA Minimum Free
Energy.
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Figure 26. Gallus gallus Heat Shock Protein epitope antigenicity.

L e L e M M e e B e L e e L
................. Diiiiiiiiiiiiioiiiioiiiiii:[— Threshold

125 1 R

120

£ EEENERNRSERNRRRREREE| RERENNERNEINRRRRRE NN IR ARA R

110 ~\

105

Score

Position

Figure 27. Gallus gallus Interleukin 1 receptor epitope antigenicity.
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Figure 28. Gallus gallus Interleukin 1 epitope antigenicity.
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Figure 29. Gallus gallus Interleukin 4 receptor epitope antigenicity.
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Figure 30. Gallus gallus Interleukin 4 epitope antigenicity.
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Figure 31. Gallus gallus Interleukin 10 receptor epitope antigenicity.
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Figure 32. Gallus gallus Interleukin 10 epitope antigenicity.
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Figure 33. Gallus gallus Interleukin 12 receptor epitope antigenicity.
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Figure 34. Gallus gallus Interleukin 12 epitope antigenicity.
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Figure 35. Gallus gallus Interferon Gamma receptor epitope antigenicity.
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Figure 36. Gallus gallus Interferon Gamma epitope antigenicity.
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Figure 37. Gallus gallus T Cell Receptor Gamma Delta epitope antigenicity.
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Figure 38. Gallus gallus Toll Like Receptor 5 epitope antigenicity.
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Figure 39. Gallus gallus Tumor Necrosis Factor- Alpha epitope antigenicity.
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Figure 40. Gallus gallus Toll Loke Receptor 4 epitope antigenicity.



