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Introducao

O HIV é pandémico, com distribuicao
heterogénea no mundo, atualmente com
cerca de 33 milhdes de individuos aco-
metidos — uma incidéncia de cerca de
dois milhdes/ano. E caracteristicamente
um problema de satde piblica mundial,
com um custo estimado em cerca de 30
milhdes de dolares/ano em alguns pai-
ses, tendo recebido de 2000 a 2015 um
investimento de cerca de 187 bilhdes de
délares. Atualmente, os investimentos no
combate a AIDS chegam a cerca de 22 bi-
lhdes de délares por ano.'?

As estratégias globalmente desenvol-
vidas até o momento visam diagnosticar
todos os individuos acometidos, tratar
a grande maioria, sendo todos, zerar a
transmissao vertical e reduzir (se possivel,
também zerar) a transmissao sexual, com
a finalidade de eliminar o HIV até 2030.?
Nesse caminho ha muitos obstaculos; foi
constatada a reducdo das taxas de trans-
missao vertical e de incidéncia em algu-
mas dreas do globo, porém encontrou-se
aumento progressivo em outras regioes,
pois tais estratégias esbarram em caracte-
risticas culturais, sociais e politicas locor-
regionais. No Brasil, por exemplo, entre
2010 e 2015, o nimero de novas infec-
¢oes entre adultos subiu de 43 mil para 44
mil (2,3%)."
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A terapia antirretroviral (TARV) nao
é curativa. O impacto social e financeiro
da doenca é evidente, e a cura é ainda
mais almejada. O dltimo documento da
UNAIDS? cita como uma de suas estraté-
gias o investimento nas pesquisas de de-
senvolvimento de vacinas e tecnologias
para a cura, com a eliminagao do HIV da
pessoa infectada.

H4& muita esperanca no desenvolvi-
mento de uma cura eficaz que possa ser
empregada em grande escala. Ap6s a des-
cricdo do caso do “paciente de Berlim”,
abriu-se a perspectiva de que uma cura é
possivel. Varios grupos em diferentes cen-
tros de pesquisa no mundo estdao traba-
lhando nessa drea. Seguramente, tanto a
cura quanto uma vacina eficaz poderiam
ser ferramentas eficientes no enfrentamen-
to da epidemia e, no melhor cenario, no
controle da disseminacao do HIV.

O desenvolvimento de uma vacina é
complexo e trabalhoso, uma vez que se
trata de um patégeno que mantém um pa-
drdo estrutural, e se torna ainda mais de-
safiador quando se trata de um virus com
elevada capacidade de mutagao/recombi-
nagdo e que apresenta circulagao de di-
versas variantes em um mesmo individuo,
como é o caso do HIV e de suas quasiespé-
cies, além dos diferentes subtipos em uma
mesma populagao.



Um importante desafio é desvendar
um mecanismo que estimule uma resposta
imune celular que englobe as diversas va-
riantes circulantes do HIV, as quais podem
divergir em até 20% entre os subtipos.®
Outro desafio é a diversidade do antige-
no leucocitario humano (HLA), devido ao
elevado polimorfismo, que é o responsavel
por determinar o inicio da resposta media-
da pelo linfécito T (um mesmo antigeno
produz respostas diferentes em popula-
¢oes com HLA diversos).

Nos Gltimos 30 anos, varios conceitos
para uma vacina contra o HIV foram tes-
tados, além de terem sido realizados seis
ensaios de eficicia. Desses, o ensaio da
vacina RV144, na Tailandia, em 2009, foi
0 mais promissor, reduzindo o risco de in-
feccao pelo HIV em 31%.° Outros estudos
estao em andamento, inclusive em fase llI,
cujos resultados serao disponibilizados nos
proximos anos, com entusiasmo varidvel
na comunidade cientifica.

Esta revisdo revisitard alguns aspectos
mais importantes na trajetéria da pesquisa
sobre a cura do HIV e suas perspectivas
futuras.

O paciente de Berlim

Em 2007, o paciente Timothy Ray Brown,
portador de HIV por dez anos, em uso re-
gular de TARV, com carga viral (CV) inde-
tectavel e contagem de linfécitos T CD4+
com 415 cél/mm?, apresentou leucemia
mieloide aguda. Foi submetido inicialmen-
te a quimioterapia, e na fase de indugao
apresentou hepatotoxicidade grave e in-
suficiéncia renal, com necessidade de sus-
pensao da TARV. A interrupcao acarretou a
positivagao da CV, porém a TARYV foi reini-
ciada ap6s a melhora dos sintomas iniciais,
com controle virolégico. Apés sete me-
ses, apresentou recidiva da leucemia e foi
submetido a transplante de células-tronco
hematopoiéticas periféricas, cujo doador
apresentava HLA idéntico ao paciente em
cinco loci e era homozigoto para delecao
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delta 32 do CCR5 (CCR5A32). Recebeu re-
gime de indugdo e TARV até um dia antes
do transplante, seguido por pega medular
no dia +13 ap6s o transplante. Apresentou
doenca do enxerto vs. hospedeiro grau |
em pele. Mais tarde, apresentou recidiva
da leucemia no dia +332, quando foi sub-
metido a um novo regime de inducao e
novo transplante de células-tronco hema-
topoiéticas periféricas do mesmo doador,
associado a irradiagdo corporal total. Esse
segundo transplante teve sucesso, e o pa-
ciente esta livre das duas doencas até o
presente momento.® Foi realizada biopsia
de mucosa retal no dia +159, com per-
sisténcia de células T CD4+ com expres-
sao de CCR5, porém sem cépias de HIV-1
detectdveis. Testes de indugdo de resposta
imunolégica com estimulagao de células T
CD4+ com antigeno viral ndo foram ca-
pazes de induzir a producao de interferon
gama (IFN-y), o que indica auséncia de es-
timulo antigénico pelo HIV, porém anticor-
pos especificos contra proteina da capsula
viral (gp120 e gp41) persistiram presentes
em niveis decrescentes. Foram pesquisa-
das CV no plasma, medula éssea e biopsia
retal, para deteccao de PCR pré-viral e do
RNA viral, mas foram negativas em todas
as amostras.®”

Em 2014, outro paciente alemao HIV
positivo foi submetido a transplante de
células hematopoiéticas apds diagndstico
de linfoma anaplasico de grandes células.
Apresentava tropismo viral para CCR5 e
recebeu medula 6ssea de doador que era
portador do alelo CCR5A32 em homozi-
gose. O paciente, porém, apresentou re-
cidiva de replicacao viral. A andlise ap6s
essa evolucao evidenciou uma mudanca
de tropismo viral de CCR5 para CXCR4
ap6s o TMO, nao evidenciado até o mo-
mento o meio de escape viral.® Apés o
caso de Timothy Brown, outros seis pa-
cientes, contando com o descrito anterior-
mente, foram submetidos a transplante de
células hematopoiéticas, porém nenhum
deles apresentou a mesma evolugdo que
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o caso de 2007. Provavelmente, essa sé-
rie de casos indica a necessidade de ma-
nutencao de TARV até que o quimerismo
completo seja estabelecido, e evidencia a
complexidade do uso de terapia de trans-
plante nessa gama de pacientes.’

O exemplo do paciente de Berlim,
bem como os demais descritos, incitou no-
vas pesquisas envolvendo terapia génica e
transplante de células hematopoiéticas nos
pacientes que vivem com HIV em busca
da cura. H4, todavia, diversos obstaculos
remanescentes, como a diversidade viral
(tropismo CCRS5, virus de rapida progres-
sao) e as possiveis terapias de inducao e
suas toxicidades.

Obstaculos para a cura

A maior barreira para a cura € a laténcia
viral, definida como a persisténcia do DNA
pré-viral no DNA humano, nao transcrito,
porém capaz de ser replicado e reativado.
Alguns mecanismos celulares responsaveis
por essa manutengao ja foram descritos. A
presenga de proteinas reguladoras, como
a histona deacetilase, somada a auséncia
de alguns fatores do hospedeiro, como fa-
tor nuclear kappa B (NF-xB) e o positive
transcription elongation factor b (P-TEFb),
necessdrios para a transcricao viral, pro-
piciam tal situagdo. As interferéncias na
transcrigao viral pelas moléculas da célula
hospedeira também contribuem para a la-
téncia ou falha na transcricao, mantendo o
gene silente. '

A variabilidade humana multifatorial,
que engloba idade, género, presenca de
coinfecgoes, estagio de progressao da do-
enga, microbioma e caracteristicas especi-
ficas do material genético do hospedeiro,
também afeta a persisténcia do HIV de
forma latente.

Os ditos santudrios virais geralmente
sao de dificil acesso para a coleta de in-
formacoes para o estudo, como baco,
cérebro, trato genital e timo, e sao de ex-
trema importancia para a compreensao
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dos mecanismos de escape do sistema
imune, além do fato de que caracterizar
e quantificar o potencial de célula com re-
plicacdo do HIV competente presente nes-
ses tecidos é um desafio, seja pelo acesso,
seja pelas metodologias presentes até o
momento.

Os atuais biomarcadores de infeccao
pelo HIV ou da infeccao latente sao es-
cassos, e se faz necessario o desenvolvi-
mento de novas ferramentas.’? A classica
quantificagdo viral carece de grande nu-
mero de células, é cara e depende de
uma estrutura laboratorial. O uso de PCR,
com amplificagdo do DNA pré-viral, é
facil de padronizar, porém superestima
o nimero de células com infeccao laten-
te, uma vez que a maioria dos virus que
persistem durante a TARV apresentam
delacoes ou mutacoes letais.”*™* Desse
modo, nem todo material génico do HIV
incorporado na célula humana é capaz
de produzir virus ou virion; a quantidade
de virions no sobrenadante é diferente do
que se estima pela medigao do DNA pro6-
-viral, que também difere da quantidade
de proteinas do HIV traduzidas na matriz.
Talvez seja mais fidedigno medir a respos-
ta imune causada pela presenca do virus
que a quantidade viral em si.

Ainda ndo estao disponiveis biomar-
cadores capazes de predizer o tempo de
recidiva virolégica sem TARV.

Reservatorios virais e laténcia

As células do sistema reticuloendotelial e
os linfonodos funcionam como reserva-
térios do HIV. As células que apresentam
genoma viral produzem e secretam glico-
proteinas do envelope do virus (gp120),
que podem ligar-se a molécula CD4 de
linfocitos T nao infectados, levando a
unido de vdrias dessas células e formando
sincicios, o que facilita a propagagao dos
reservatorios.'

A transcricio do RNA nao é o dnico
evento necessario para reverter a laténcia



viral. Um conjunto de agoes que interfiram
no mRNA, responsaveis pela exportacao,
conexdo e tradugdo, expressao e/ou pro-
cessamento e apresentacao do antigeno
viral, também é necessario.

Os modelos de laténcia do HIV in vi-
tro carecem de sistemas de validagao para
uma comparacao efetiva entre os agentes
reversores de laténcia (LRAs). Atualmente,
sabe-se que o uso de LRAs in vitro estimu-
la uma subpopulacao de virions, e que o
modelo é falho em mimetizar a intensa
cascata de sinalizagdo celular que ocorre
in vivo. A terapia combinada pode ser a
chave para a mdiltipla ativacao celular.'®

Em estudo com vorinostat (inibidor de
HDAC), publicado em 2012, ficou demons-
trado o aumento da CV em oito pacientes
em uso de TARV, com controle virolégico
adequado (CV indetectavel), que fizeram
uso da droga em manutengao da TARV."

Uma nova abordagem em estudo é o
uso de agonistas de TLR, funcionando in-
diretamente, de modo a ativar as células
apresentadoras de antigeno para sinalizar
e recrutar as células de meméria. Sloam et
al. demonstraram que o agonista seletivo
de TLR7 em investigacdo GS-9620' ati-
va o virus ex-vivo em PBMC de pacientes
com HIV-1 em supressao viral, porém tal
habilidade foi diminuida nos tratamentos
subsequentes.

Em modelo animal, Whitney et al.
avaliaram o uso de agonista de TLR7 em
primatas ndo humanos 45 semanas apés
atingirem a supressao viral do SIV, de ma-
neira sistematica, duas vezes ao més, du-
rante o uso de TARV. Foras pesquisados
DNA pré-viral na PBMC, tecido do célon
e biopsias linfonodais. Nao se verificou al-
teragao da viremia ap6s as trés primeiras
doses, porém, entre a quarta e a sétima
doses foi documentada viremia seguida de
reducao substancial do DNA viral em to-
das as amostras de tecidos, mantida ap6s a
suspensao da TARV."

Os LRA ndo sdo especificos, e po-
dem ocasionar efeitos inconvenientes em
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outros genes. Por exemplo, os que ativam
as células T indiscriminadamente podem
gerar respostas inflamatérias deletérias; os
que alteram o ambiente epigénico podem
aumentar o risco de transformacoes celu-
lares malignas.'

Diversidade viral e escape

de resposta imune

Prioritariamente, a infeccao pelo HIV ocor-
re nos macrofagos e linfécitos T CD4+, e
com o passar do tempo infecta as células T
CD4+ de memoria. Provavelmente, a inte-
racao dessas células com os demais tecidos
é a responsavel pela persisténcia da latén-
cia. A via de ativagao das células T CD4 de
memoria, seja por apresentacao de antige-
no, seja pela interagao com citosinas, talvez
determine ou contribua para o escape da
resposta imune. Sabe-se que a expansao
clonal do HIV nessas células é comum, tal-
vez porque o sitio de integracao do HIV na
célula promova a capacidade replicativa ou
de sobrevivéncia da célula.’

Ha diversos mecanismos que impedem
o sistema imune de remover o virus por
completo, como, por exemplo, resposta
nado efetiva dos linfécitos T citotdxicos, hi-
perativacao ineficaz das células natural kil-
ler (NK) e inabilidade das células efetoras
em chegar aos locais de laténcia viral.

A compartimentalizagdo das subpopu-
lagbes virais em um individuo ocorre prin-
cipalmente envolvendo o sistema nervoso
central (SNC), o figado, o trato gastrintes-
tinal, os pulmées, os rins e as glandulas
mamarias (leite materno). Estudos compa-
rativos entre os virus isolados do sangue e
do SNC demonstraram tratar-se de popu-
lagoes distintas, bem como originarias de
provaveis rotas diferentes.? O tropismo
viral, seja ele CCR5 linfécito T-trépico ou
macroéfago-trépico, parece ser um fator
de escape e manutencao viral, como de-
mostrado por Schnell et al. no estudo de
populagdo com deméncia associada ao
HIV. Nesse estudo, a populagdo de HIV
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macréfago-tropico era diferente genetica-
mente, encontrada apenas no SNC e ndo
se alterava com o tratamento. Em contra-
partida, a populagao de HIV R5 linfécito
T-tropica estava diretamente relacionada a
pleocitose liquédrica, foi identificada tam-
bém no sangue e reduziu no liquor, pro-
porcionalmente, a reducao de CV sérica
com a TARV.%!

A presenga de virus macréfago-tropico,
inicialmente descrito no SNC ja foi identifi-
cada em outros tecidos, como no trato ge-
nital masculino, em estudo comparativo das
populagoes virais no sémen e no sangue.?

Conceitos e objetivos
de cura do HIV

O periodo de indetecgao do virus sem uso
de TARV é a chamada cura funcional. Foi
o que ocorreu com o bebé de Mississipi,
crianga que nasceu de parto normal de
mae HIV positiva sem uso de TARV e teve
diagnéstico de infecgdo pelo HIV confir-
mado apés duas CVs positivas com 30 ho-
ras de vida. Iniciou TARV e utilizou até 18
meses de vida, quando foi suspenso inad-
vertidamente pela mae. Manteve CV séri-
ca, pesquisa por PCR de DNA pré-viral e
anticorpos negativos até 46 meses de vida,
ap6s 28 meses sem uso de antirretroviral.
Porém, apresentou nova deteccao viral
ap6s esse periodo.?** No caso descrito, a
auséncia de CV ap6s a suspensao da TARY,
quantificada no sangue, nao significou eli-
minacao viral, mas a manutencao de in-
feccao latente, que apresentou periodo de
recidiva viral apdés 28 meses sem TARV. A
mesma situacao ocorreu com individuos
da coorte francesa VISCONTI.>

A cura almejada pelos diversos grupos
em pesquisa € a cura esterilizante, que
significa auséncia de virus circulante sem
TARV, bem como eliminagao dos reserva-
térios virais (auséncia do DNA pré-viral na
matriz do DNA humano) nos diversos te-
cidos, de modo a nao permitir recidiva da
doenca.
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Estratégias de cura

Kick and kill (shock and kill)

A estratégia atualmente mais estudada para
eliminar as células T com laténcia viral se
baseia na hipétese de reversao dessa latén-
cia, seguida da eliminagao dessas células
por meio da citélise viral ou imunomedia-
da, conhecida como kick and kill ou shock
and kill. Tal estratégia baseia-se na adminis-
tracdo de LRAs como inibidores da histona
deacetilase (HDAC) e dissulfiram em indi-
viduos que estejam em uso de TARV," de
modo a mobilizar esses reservatérios para
ativacdo viral, em conjunto com a manuten-
cdo da TARYV, seguido de estimulagao imu-
ne que amplie a resposta celular citot6xica
natural a fim de eliminar os reservatorios.

Exemplos dessa tentativa de terapia
foram publicados nos estudos com uso
do vorinostat e panobinostat,'** porém
sem muito sucesso. A pesquisa por outros
LRA e possiveis toxicidades com seu uso
prossegue.?”’

Transplante de células-
tronco hematopoiéticas

O transplante de células-tronco hematopoi-
éticas surgiu como uma das possibilidades
para a cura do HIV apés as diversas tentati-
vas de tratamento de pacientes oncolégicos
infectados com HIV, submetidos a diferen-
tes tratamentos quimioterdpicos e de trans-
plante de células hematopoiéticas, com
apenas um sucesso até 0 momento — o pa-
ciente de Berlim, ja discutido nesta revisao.

Trata-se de uma terapia cara, com ele-
vada morbimortalidade nos casos descritos
até o momento, pela dificuldade na identi-
ficagdo de doadores compativeis com mu-
tacao no gene CCR5.?

Silenciamento do CCR5

Diversas células do sistema imune po-
dem expressar o CCR5, como as célu-
las efetoras NK e linfécitos T, e as células



apresentadoras de antigenos, macréfagos,
mondcitos e células dendriticas. Porém,
apenas as células que expressam CD4 sao
suscetiveis a infeccao viral.?

A presenca de delecao de 32 pares de
bases no gene CCR5 (CCR5A32) mostrou-
-se um fator protetor em relagdo a infec-
cao pelo HIV quando em homozigose, e
também foi associado a manutencao de
menor CV antes do inicio da TARV, bem
como progressao mais lenta do HIV na
auséncia da TARV quando em heterozi-
gose. Em estudo recente, Henrich et al.
analisaram uma coorte composta por pa-
cientes heterozigotos para CCR5A32 e
homozigotos selvagens, com sugestao de
que a presenca da heterozigose seja um
fator protetor para o tamanho do reserva-
tério viral, porém nao foi estatisticamente
significante.?

Outras mutacoes, além do CCR5A32,
alteram a expressao do correceptor e
sua interacdo com as citosinas, de forma
a “proteger” as células da infecgao pelo
HIV. A suscetibilidade ao HIV e a pro-
gressao da infeccdo estdo diretamente
relacionados a disponibilidade do CCR5,
ao menos no inicio da infeccao. Diversas
estratégias de modificagio da molécula
CCR5 tém sido estudadas, e até onde se
sabe, bloqueios do CCR5 poderao acar-
retar diferentes respostas do hospedeiro e
sua interacdo com o HIV.?®

Além da estratégia de modificagdo da
estrutura do CCR5, ha a possibilidade de
utilizar outras moléculas que funcionem
como agonistas, como PSC-RANTES, que
provocam a internalizagdo desse corre-
ceptor, como uma maneira de sequestro;
ou como antagonistas, 0s quais podem
ser anticorpo monoclonal ou vdrias pe-
quenas moléculas antagonistas (aplaviroc,
maraviroc, vicriviroc). Infelizmente, alguns
deles nao se mostraram eficazes ou segu-
ros em estudos clinicos. Os estudos com
as moléculas antagonistas aumentaram a
ocorréncia de malignidade na populacao
exposta, como surgimento de linfomas,?
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sugerindo que a interferéncia na resposta
imune pode trazer consequéncias inacei-
taveis para os pacientes.

Terapia celular

Com o objetivo de melhorar a poténcia
da resposta imune celular, pesquisas de
desenvolvimento de conjugados de na-
noparticulas com as células T, conjuga-
dos de IL-15 e inibidores de nef estao em
andamento, assim como a construcao de
células NK capazes de secretar anticorpos
monoclonais neutralizantes.

Terapia génica

Ap6s o caso de Timothy Ray Brown, a pos-
sibilidade de terapia génica tornou-se um
importante alvo de estudo. O principal
meio seria @ manipulagdo de células auté-
logas de modo a remover o gene codifica-
dor do CCR5 ou incluir genes responséveis
pela producdo de protefnas anti-HIV.
Outra possibilidade é modificar o sitio de
integracdo do DNA pré-viral, inativando-o
com uso de nucleases, como ZFN (zinc-fin-
ger nucleases), TLEN (TAL effector nuclea-
ses) ou CRISPR-Cas9 (clustered regularly
interspaced short palindromic repeats).>* A
maior dificuldade reside na maneira como
entregar/direcionar essas nucleases nas cé-
lulas com infeccao latente.

Outro foco de estudo é a possibilidade
de modificar as células do sistema imune
de modo a reconhecer e destruir células
que expressem antigenos do HIV, modifi-
car os receptores de linfcitos T ou a pro-
dugdo de receptor de antigeno quimérico
(chimeric antigen receptor, CAR), como
utilizado em alguns tratamentos oncoldgi-
cos. As células poderiam ser transformadas
em fabricas de producao persistente de
moléculas anti-HIV, como os anticorpos
monoclonais amplamente neutralizantes
(bNAbs) ou proteinas que mimetizem tan-
to CD4 quanto CCR5.

Ainda é obscuro se o uso de células
modificadas, sem a ablacdo medular que

167



B l I D Terapia antirretroviral atual: tendéncias e desafios

Educagdo Médica Continuada

ocorre no transplante de células hema-
topoiéticas, e a depender do regime de
condicionamento medular para receber
as novas células, seria capaz de induzir a
erradicacdo de outras células infectadas.
Muito provavelmente, o uso de técnicas
combinadas com o uso de LRA associados
a terapia génica e vacina seja um caminho.

Conclusao e reflexao

Quase todos os pacientes perguntam aos
seus médicos quando a cura do HIV estara
disponivel. O caso do paciente de Berlim
mostra que é um objetivo possivel, nao
apenas um mito na imaginacao de todos.
De fato, ha uma corrida na comunidade
cientifica para novas descobertas que pos-
sam levar a esse objetivo. Como revisto
neste artigo, hd uma série de estratégias
que estdo sendo exploradas visando a er-
radicacao do HIV.

Cabe ressaltar, contudo, que um iro-
nico obstaculo nesse avanco é a formida-
vel conquista das atuais opgoes de TARV.
Conseguimos controlar com notével efici-
éncia a replicacao do HIV na maioria dos
pacientes que usam regularmente a medi-
cagao e fazem acompanhamento adequa-
do, com exames clinicos e laboratoriais
regulares. Uma intervencdo para a cura
deverd ser, necessariamente, superior ao
que é oferecido pela TARV.

O acesso a um tratamento eficaz, bem
tolerado, de facil execucao e custo redu-
zido continua a ser um objetivo esperado.
Mas apenas o continuo investimento e a
perseveranga na pesquisa cientifica trans-
formarao a cura em uma conquista que
ajudara no tratamento de pessoas que
vivem com o HIV e no enfrentamento da
epidemia.
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