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Resumo

A evolucdo viral, especialmente em retrovirus, € um processo complexo e dindmico que pode ser influenciado por
interacGes com o hospedeiro e diferentes pressdes seletivas. Essa evolucdo pode ser classificada como neutra, na qual
a maioria das alteracBes genéticas sdo causadas pelo efeito da deriva genética, ou positiva, onde a diversidade seria
mantida por um equilibrio entre a taxa de mutacdo e sua eventual manutencdo devido aos efeitos da sele¢do natural.
Para esse estudo, realizamos uma revisdo sistematica com o objetivo de classificar os retrovirus de acordo com a
teoria evolutiva que se encaixam. Nos 75 artigos analisados, foi possivel constatar uma predominancia da selecdo
positiva (76%), especialmente em virus da imunodeficiéncia humana (HIV), corroborada pela prevaléncia de
mutacdes ndo-sinonimas identificada, onde mutagdes “benéficas” para os virus sdo selecionadas, possivelmente como
resposta a pressdes do sistema imune e tratamentos. Ao comparar a evolugdo do HIV com o retrovirus endégeno
humano (HERV) foi observado diferentes padroes, virus HERV tendem a sele¢do purificadora, mantendo
caracteristicas pré-existentes e, em cenarios de coinfec¢do com HIV, HERV’s tendem a seleg¢do neutra, com acimulo
de mutagdes sindbnimas. O estudo e a compreensdo dos processos evolutivos e fatores que os influenciam sdo de suma
importéancia, visto que, o surgimento de variantes resistentes é, atualmente, o maior empecilho no desenvolvimento de
um tratamento eficaz para infecges retrovirais.

Palavras-chave: Deriva genética; Evolugcdo molecular; Mutagéo; Retroviridae; Selecdo genética.

Abstract

Viral evolution, especially in retroviruses, is a complex and dynamic process that can be influenced by interactions
with the host and different selective pressures. This evolution can be classified as neutral, in which most genetic
changes are caused by the effect of genetic drift, or positive, where diversity would be maintained by a balance
between the mutation rate and its eventual maintenance due to the effects of natural selection. For this study, we
conducted a systematic review with the aim of classifying retroviruses according to the evolutionary theory they fit. In
the 75 articles analyzed, it was possible to observe a predominance of positive selection (76%), especially in human
immunodeficiency viruses (HIV), corroborated by the prevalence of non-synonymous mutations identified, where
"beneficial" mutations are selected, possibly as a response to immune system pressures and treatments. When
comparing the evolution of HIV with the human endogenous retrovirus (HERV), different patterns were observed,
HERV viruses tend to purifying selection, maintaining pre-existing characteristics and, in co-infection scenarios with
HIV, HERVs tend to neutral selection, with accumulation of synonymous mutations. The study and understanding of
evolutionary processes and the factors that influence them are of paramount importance, since the emergence of
resistant variants is currently the biggest obstacle in the development of an effective treatment for retroviral infections.
Keywords: Genetic drift; Evolution; Mutation; Retroviridae; Selection.

Resumen

La evolucién viral, especialmente en retrovirus, es un proceso complejo y dinamico que puede ser influenciado por
interacciones con el hospedador y diferentes presiones selectivas. Esta evolucion puede clasificarse como neutra, en la
cual la mayoria de las alteraciones genéticas son causadas por el efecto de la deriva genética, o positiva, donde la
diversidad seria mantenida por un equilibrio entre la tasa de mutacion y su eventual mantenimiento debido a los
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efectos de la seleccion natural. Para este estudio, realizamos una revision sistematica con el objetivo de clasificar los
retrovirus de acuerdo con la teoria evolutiva que se ajuste. En los 75 articulos analizados fue posible constatar una
predominancia de la seleccion positiva (76%), especialmente en virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
corroborada por la prevalencia de mutaciones no sinénimas identificada, donde se seleccionan mutaciones
"beneficiosas" para los virus, posiblemente como respuesta a presiones del sistema inmune y tratamientos. Al
comparar la evolucién del VIH con el retrovirus endégeno humano (HERV) se observaron diferentes patrones, los
virus HERV tienden a la seleccion purificadora, manteniendo caracteristicas preexistentes, y, en escenarios de
coinfeccion con VIH, los HERV tienden a la seleccion neutra, con acumulacion de mutaciones sinénimas. El estudio
y la comprension de los procesos evolutivos y factores que los influyen son de suma importancia, ya que la aparicion
de variantes resistentes es actualmente el mayor obstaculo en el desarrollo de un tratamiento eficaz para las
infecciones retrovirales.

Palabras clave: Flujo genético; Evolucion molecular; Mutacién; Retroviridae; Seleccion genética.

1. Introducéo

Virus podem ser definidos como entidades muito simples constituidas por apenas um tipo de &cido nucleico (DNA ou
RNA) e que apresentam revestimento proteico protegendo o acido nucleico (o capsideo). Estes s6 se multiplicam no interior de
células vivas, utilizando o maquinario celular do hospedeiro e induzindo a sintese de estruturas especializadas capazes de
transferir o material genético para outras células (Tortora, Case & Funke, 2017). Os virus sdo entidades que se modificam ao
longo do tempo por meio de uma elevada taxa de mutacdo e alta capacidade de adaptacéo aos seus hospedeiros. Evoluem em
uma interacdo continua com o hospedeiro e a extensa variabilidade genética pode ser observada principalmente em virus de
RNA ja que, apresentam grande propensdo a erros de suas polimerases e tempo curto de geracdo (Roossinck, 2001). Devido a
isso, uma Unica populacdo de virus de RNA pode manter um alto nivel de variacdo, o que confere uma rapida taxa de evolugéo,
taxa essa que pode variar entre virus da mesma espécie em sitios de infeccdo e/ou hospedeiros diferentes. Levando em
consideracao que os virus sdo 0 maior grupo de parasitas intracelulares, podemos assumir que o potencial para rapida evolucdo
é a base para sua adaptabilidade. De acordo com a literatura sobre o tema, ha duas grandes possibilidades para evolugéo viral.
A primeira considera a teoria neutra da evolucdo molecular, em que a maioria das mudancas genéticas tém como causa a
fixacdo aleatéria de mutacbes devido aos efeitos da deriva genética. A segunda teoria credita um certo valor as mutacdes e,
como consequéncia, a diversidade genética é mantida por um equilibrio entre a taxa de mutagdo e selecdo positiva das
linhagens melhor adaptadas (Domingo et al, 1996).

Retrovirus sdo virus envelopados contendo duas moléculas de RNA de fita simples que se replicam utilizando a
proteina transcriptase reversa, a qual reverte a ordem comum de transcrigdo do material genético, passando de DNA -> RNA
para RNA -> DNA. Esse DNA resultante é incorporado no genoma do hospedeiro onde é capaz de se replicar como parte do
DNA da célula parasitada (Korsman, Van Zyl, Nutt, Andersson & Preiser, 2014). Segundo Hutchinson (2001), todos os
retrovirus apresentam os genes GAG, ENV e POL, os quais codificam proteinas estruturais e enzimas importantes para a
replicacdo, além disso, os retrovirus possuem estruturas relativamente homogéneas. H& indicios de que os retrovirus tenham se
originado a cerca de 450 milhdes de anos atras, durante estagios iniciais da evolucéo dos vertebrados, e sua distribuicdo pode
ser explicada pela troca frequente de hospedeiros, visto que sdo encontrados retrovirus na maioria de vertebrados com
mandibula, os quais estdo amplamente distribuidos pelo planeta (Zheng, Wei & Han, 2022). Hayward, Grabherr e Jern (2013),
elaboraram esses indicios quando encontraram, em suas analises filogenéticas, sequéncias retrovirais ocorrendo de forma
adjacente em diferentes mamiferos, o que demonstra a capacidade destes virus de mudar entre diferentes hospedeiros.

Os estudos da infeccdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV), um dos retrovirus mais estudados, demonstram
um claro padrdo de evolugdo na infeccdo. Nowak (2006), considera que em uma configuragdo natural da infeccdo, sem a
interferéncia do sistema imune, ha uma selecdo de linhagens que se multiplicam mais rapido, o que leva a uma populacéo viral

com baixa diversidade genética. Com a eventual ativacdo do sistema imune, que seleciona e ataca virus com epitopos que
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podem ser reconhecidos por estes, a reprodugao viral tende a favorecer virus que apresentam maior diversidade genética e que
podem invadir e atacar as células CD4 da resposta imune com mais eficiéncia. De acordo com Andrews e Rowland-Jones
(2017), a maior taxa de mutagdo bioldgica é encontrada no virus da imunodeficiéncia humana (HIV), que apresentam a
capacidade de recombinacdo entre um ou mais virus que se tornam prevalente, frequentemente ultrapassando a prevaléncia da
linhagem parental. A persisténcia das infecgdes por HIV é um indicio de que a evolucdo do organismo ocorre dentro e entre 0s
hospedeiros, sendo que a selecdo positiva domina apenas o primeiro, visto que as filogenias demonstram uma tendéncia a
extincdo de linhagens desfavoraveis e a fixacdo de mutantes vantajosos, enquanto a mesma analise realizada entre hospedeiros
retorna poucas evidéncias desta selecdo positiva intensa (Rambaut, Posada, Crandall & Holmes, 2004). Assim, pode-se
perceber a importancia crucial da evolucdo do virus durante o processo de infeccdo, o que realga o valor do estudo e da
compreensdo das formas dessa evolugdo, assim como 0s processos e interagdes que modulam a evolucdo retroviral. Para esse
estudo, realizamos uma revisdo sistematica com o objetivo de classificar os retrovirus de acordo com 0s possiveis processos

evolutivos aos quais estes estariam sujeitos.

2. Metodologia

Prodanov e Freitas (2013), definem metodologia como a “aplicagdo de procedimentos e técnicas que devem ser
observados para construgdo do conhecimento, com o proposito de comprovar sua validade e utilidade nos diversos &mbitos da
sociedade”. Neste sentido, buscamos realizar uma revisao sistematica tal como definida por Mattos (2015), que considera esta
como “estudos observacionais retrospectivos ou estudos experimentais de recuperacdo e analise critica da literatura. Testam
hipdteses e tém como objetivo levantar, reunir, avaliar criticamente a metodologia da pesquisa e sintetizar os resultados de
diversos estudos primarios”. A partir deste levantamento bibliografico sistematizado, buscamos responder quais mecanismos e
processos estariam envolvidos com a evolugdo de retrovirus humanos.

Para a realizacdo deste trabalho, foram utilizadas as bases de dados Scopus, ISI Web of Science e PUBMED. As
seguintes palavras-chave foram utilizadas para realizacdo de buscas preliminares, usando operadores booleanos, nas bases
supracitadas: “human retrovirus”, “evolution”, “natural selection” e “mutations”. Com essa busca foram encontrados 613
artigos. Com a utilizagdo de critérios de selecdo previamente determinados e a eliminacéo de artigos duplicados, selecionou-se
75 artigos considerados pertinentes ao tema para a andlise (Figura 1). Para as analises dos artigos utilizamos os softwares

Rayyan (http://rayyan.qcri.org) e Zotero.
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Figura 1 - Fluxograma processo de selecdo.
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Fonte: Autoria propria.

A Figura 1 demonstra a diferenca na quantidade dos resultados obtidos em cada base de dados utilizada, assim como
quantos artigos foram filtrados durante todo o processo de sele¢éo.

Destaca-se que foi dado um foco maior a artigos mencionando os genes GAG e ENV, visto que o gene GAG codifica
a poliproteina principal para a montagem das particulas virais, enquanto o gene ENV codifica as proteinas do envelope viral
que sdo responsaveis pela adsorcdo e fusdo das membranas celulares. Portanto, proteinas de extrema importancia para a

manutencéo e a replicacdo do virus.

3. Resultados e Discussao

Considerando os objetivos propostos, nossa pesquisa permitiu analisar padrdes evolutivos nos principais retrovirus
humanos, com maior recuperacdo de artigos que estudaram o HIV. Dentre os 75 artigos analisados (publicados entre os anos
de 1997 e 2022), 96% (73 artigos) analisaram HIV e suas variantes, enquanto 4% (3 artigos) realizaram a andlise em virus da
familia HERV. Essa discrepancia pode ser justificada pelo impacto atual do virus HIV no mundo. O programa da Organizacao
das Nag¢des Unidas (ONU) UNAIDS, por exemplo, aponta que até o ano de 2022, 39 milhBes de pessoas estavam vivendo com
HIV, enquanto 630.000 faleceram e 1.3 milhdes de pessoas foram infectadas somente no ano de 2022. Além disso, os efeitos
da terapia e prevencdo da AIDS diferem em populagdes mais pobres e de minorias, e a incidéncia da doenca nessas populagdes
é consideravelmente maior, quando comparadas a populages com maior poder econémico (Piot, Bartos, Ghys, Walker &
Schwartlander, 2001).

Devido a triagem focada nos dois genes mais analisados na literatura, explicitado acima, a maioria dos textos
avaliaram o gene que codifica algumas das principais estruturas dos retrovirus (GAG), assim como o gene codificante do
envelope viral (ENV), porém alguns artigos, em menor proporcao, estudaram também os genes o POL e NEF.

Entre os 75 artigos analisados, 76% (57 artigos) foram caracterizados como evolugdo positiva e 24% (18 artigos)
4
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caracterizados como evolugao neutra. Para a sustentar a classificagdo atribuida foi realizada a analise das mutagdes sindnimas e
n&o sinbnimas, onde encontramos quatro artigos que analisaram somente mutac6es sindnimas (5,3%), nove artigos analisando
somente mutagcdes ndo-sindnimas (12%), 34 artigos analisando ambos os tipos de mutacdo (45,3%) e, por fim, 28 artigos
(37,33%) que ndo declararam o tipo de mutacdo analisada. A identificacdo de mutacdes ndo-sinénimas foi interpretada como
indicador de selecdo positiva, que ocasionam, trocas nos aminoacidos e, consequentemente, alteracGes na proteina codificada.
E as mutacdes sindnimas, sdo aquelas cuja alteracdo na sequéncia de nucleotideos do DNA ndo implica em mudanca no
aminoacido codificado e, consequentemente, ndo provoca alteragédo na proteina resultante.

Os autores Das e Berkhout (2010) consideram que “a etapa de mutag@o da evolug@o é completamente independente da
etapa de seleg@o”, pois “Embora a populagao viral seja eventualmente moldada por critérios de sele¢do fenotipica, as taxas de
substituicdo de nucleotideos determinardo em grande parte o conjunto de mutantes disponiveis nas quasispecies virais para
esse processo de selecdo”. Esta expectativa é corroborada em nosso trabalho pelas analises das taxas de mutagdo sindnima e
ndo-sindbnima onde, como dito anteriormente, as mutagBes ndo-sindnimas geram as substituicdes de nucleotideos que
ocasionam o surgimento de linhagens mutantes nas quais a selecéo natural ira atuar. A Figura 2 demonstra a diferenca entre a
quantidade de artigos que foram classificados como selecdo positiva ou neutra. As barras escuras ilustram trabalhos

considerados selecdo positiva, enquanto as claras demonstram os trabalhos classificados como selecdo neutra.

Figura 2 - Classificacdo do tipo de selecéo.

Relacdo entre tratamento e tipo de selegao

25

20

15

10

Tratado Mao Tratado Nao Informado Ambos

. Positivo . Neutro

Fonte: Autoria propria.

Pode-se perceber a baixo nimero de artigos nos quais os autores deram alguma classificacéo, apenas 25 dos 75 artigos
totais. Esta auséncia de classificacdo deve-se ao foco das pesquisas realizadas que buscavam, em sua maioria, testar os
mecanismos e interacdo dos virus.

De qualquer forma, estes dados revelam que tanto a classificacdo feita neste estudo como aquelas feitas pelos autores
dos trabalhos originais, houve uma clara tendéncia a identificacdo de selecdo positiva, em detrimento da sele¢do neutra. Tal

dado é corroborado por Das e Berkhout (2010), que consideram que quando se permite a replicacdo viral, a variante do HIV-1
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melhor adaptada superara as outras variantes. Uma das formas de perceber melhor o efeito desta selecdo por variantes com
maior aptiddo, seria pela analise do modo de evolugdo observado em estudos que utilizam pacientes tratados ou nao tratados
com medicamentos anti-retrovirais. Assim, dentre os artigos analisados, verificamos aqueles que utilizaram apenas pacientes
tratados (22), apenas pacientes ndo tratados (26), ambos (tratados e ndo-tratados, 06) ou ndo informado (21) (Figura 3). Nesta
analise foi possivel perceber que pressdes seletivas positivas estdo atuando sobre os virus independente do tratamento. Estes
dados corroboram a hipétese de que as pressdes que levam a selecdo positiva sdo dominantes em todos 0s grupos e que o
surgimento de variantes adaptadas pode sempre gerar uma rota de escape ao tratamento aplicado, o que explica a dificuldade

de desenvolvimento de vacinas para o tratamento de doencas causadas por retrovirus, como o HIV.

Figura 3 - Relagdo tratamento e tipo de selecéo.
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Fonte: Autoria propria.

Outros fatores também podem interferir na evolugdo dos retrovirus, sendo um deles o uso de drogas ilicitas. Segundo
Carneiro et al (1999), a andlise de estudos in vivo e in vitro indicam que o consumo de drogas ilicitas influencia o curso da
infecgdo pelo HIV-1 pois estas afetam a funcéo do sistema imune, como a concentracdo de imunoglobulina e 0 nimero e
proliferacdo de linfocitos. Além de fatores externos, como o uso de drogas ilicitas supracitadas, infecces ou condigdes
patoldgicas pré-existentes podem apresentar efeito sobre a infecgao por retrovirus. Porém, estes outros fatores ndo puderam ser
considerados no pool de artigos analisados pois 0s mesmos ndo versavam sobre esses temas.

Um dos dados interessantes evidenciados neste trabalho, foi que 0 RNA viral do retrovirus endégeno humano tipo K
(HERV-K) presente em individuos infectados pelo HIV-1 apresenta evidéncias de acimulo de mutagdes sindnimas em
detrimento de ndo-sinbnimas. Este achado sugere uma possivel selecdo purificadora, contrastando com sequéncias do RNA do
HERV-K encontradas em pacientes de cancer de mama, que ndao mostram sinais de recombinacdo e apresentam apenas
mutagdes esporadicas (Contreras-Galindo et al, 2012). Esta informagdo também é corroborada por Blikstad, Benachenhou,
Sperber e Blomberg, (2008), que relataram que os retrovirus endégenos (ERV ou endogeous retrovirus) demonstram tendéncia

a selecdo purificadora, quando se considera que estes tendem a se incorporar ao genoma do hospedeiro por fora das zonas de
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transcrigdo ativa. Johnson (2019) propfe que o processo de endogeneizagdo deve produzir uma grande quantidade de
inser¢des, preservadas no processo evolutivo, a fim de manter uma maior fonte de variantes. Assim, a evolugdo destes virus
dependeria da recombinacdo e da alta taxa de erro da transcriptase reversa (Bilkstad, et al, 2008).

Katsura e Asai (2019), discutem que a presenca de retrovirus endégenos no material genético humano deve ter um
impacto neutro ou, possivelmente, apresentar vantagem, visto que no cenario que estes ERV’s apresentam prejuizo ao
hospedeiro, seriam excluidos durante o processo evolutivo. Os autores ilustram este possivel impacto positivo relatando como
proteinas GAG codificadas por um HERV-K tem a capacidade de reduzir a eficiéncia na infeccdo do HIV por meio da
alteracdo na morfologia e tamanho das particulas do HIV.

Esses estudos ilustram o fato de que a evolugdo do virus durante o processo de infecgdo é mediada por fatores além da
resposta imune e os possiveis tratamentos aplicados, gerando uma complicagcdo para o desenvolvimento de formas de
tratamento e vacinas para as infec¢fes retrovirais. Por exemplo, variantes do HIV-1 com capacidade de escapar da vacina
podem se tornar dominantes caso uma vacina parcialmente eficaz seja introduzida na populagdo. O entendimento da evolugdo
do HIV com a introducéo da vacinacdo é importante, quando se considera que a primeira geracdo de vacinas nao sera capaz de
erradicar as infecgdes (Lewitus et al, 2021). O desenvolvimento de possiveis vacinas encontra um grande desafio nas formas
de evolucdo do virus, com isso, alternativas estdo sendo buscadas. Uma possivel solucéo é a alteracdo da &rea de foco das
vacinas.

Vacinas feitas para concentrar a resposta imune a elementos conservados do proteoma do HIV-1 sdo chamados
vacinas com restricdo de conservacdo (conservation-restricted vaccines). Tais antigenos partem do pressuposto de que
mutacBes em &reas evolutivamente conservadas teriam um custo maior, direcionando o virus para formas com menor aptid&o,
as quais poderiam ser controladas com maior facilidade pelo sistema imune (Rolland et al, 2013). Como demonstrado
anteriormente, certas estruturas do retrovirus estdo sob maiores pressdes evolutivas, como os genes GAG e ENV mencionados.
Assim, ao alterar o foco de atuacdo das vacinas para areas que sdo conservadas evolutivamente podemos obter um produto
mais eficaz, visto que areas conservadas tendem a ser de extrema importancia para o funcionamento do organismo, e altera¢des
ou mutacdes, apresentam uma probabilidade elevada de serem prejudiciais aos retrovirus, sendo, na maioria das vezes,
mutacdes deletérias. Com isso é possivel perceber a importancia do estudo da evolugdo dos retrovirus humanos, assim como

alguns fatores que influenciam esse processo e geram complicagdes para o desenvolvimento de alternativas para o tratamento.

4. Concluséao

Entender as formas de evolucdo dos retrovirus humanos é fundamental para o desenvolvimento de tratamentos e
vacinas. Nosso trabalho corrobora, utilizando artigos recentes, que os retrovirus seguem um padrdo de selecdo positiva, ou
seja, as variantes mais adaptadas a sobrevivéncia, seja por escape do sistema imune ou resisténcia de farmacos, sdo
selecionadas, em detrimento de variantes neutras que podem ndo desencadear aumento do fitness viral. Quando considerada a
rapida taxa de mutacdo viral e a tendéncia a selecdo positiva para pacientes tratados e ndo-tratados, percebe-se o principal
obstéaculo no desenvolvimento de tratamentos para as doengas causadas, esses fatores combinados proporcionam ao virus um
escape relativamente rapido dos tratamentos. Nas nossas analises percebemos que poucos autores tém classificado o tipo de

evolucdo viral, o que releva a importancia do nosso trabalho.
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