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Resumo

Os esforgos realizados ao longo das ultimas décadas aproximaram a esperanga
média de vida de um individuo infetado com HIV a de um individuo saudavel.

Os estudos da estrutura e mecanismo de replicacdo do virus permitiram identificar
potenciais alvos farmacolégicos e, com a descoberta dos primeiros farmacos antirretrovirais
iniciaram-se os primeiros regimes de terapéutica antirretroviral (TAR), e subsequentemente
TAR combinada.

A infecdo por HIV, e potencial progressao para SIDA, tornou-se uma patologia
cronica, mas controlavel, ao invés de uma doenca potencialmente fatal. No entanto, as
caracteristicas do virus, nomeadamente a sua variabilidade genética e evaséo ao sistema
imunitario, estabelecendo um perfil de infecéo latente, tornaram as estratégias atuais
inapropriadas para o controlo desta infegéo.

A tecnologia CAR-T, que combina o linfocito T com recetores quiméricos de
antigénio, representa uma alternativa promissora para o tratamento da infe¢édo por HIV, que
permite complementar a acao das restantes estratégias, sem o risco de desenvolvimento de
resisténcias. Algumas das preocupacdes que rodeiam a utilizacdo destas células, como a
possibilidade de sindrome de libertacdo de citocinas e neurotoxicidade, condicionam o seu
estudo e utilizacdo. Contudo, estudos de indole in vitro e in vivo demonstram elevada
especificidade e reatividade seletiva para células infetadas, o que permite inferir acerca do
seu grau de seguranca. Além disso, o aprofundamento do estudo desta tecnologia, e a
descoberta de novas moléculas, capazes de desempenhar fungdes de recetores de
superficie, concedem uma enorme versatilidade as células CAR-T e permitem ainda o
reconhecimento de novas estirpes multirresistentes de HIV.

Apesar dos seus resultados favoraveis no tratamento da infecéo por HIV, a utilizacédo
destas células a longo termo, especialmente em situacdes de TAR interrompida, revela ser
insuficiente, evidenciando assim a necessidade de melhorar o arsenal terapéutico contra
esta infecéo.

Neste sentido, tém sido estudadas células duoCAR-T, que possuem um CAR
adicional que potencia o seu efeito terapéutico e reconhecimento de antigénios de
superficie. Através de varios estudos que comprovam o beneficio acrescido da sua
utilizacdo comparativamente as células monoCAR-T, o objetivo desta revisdo € elucidar
sobre o excelente desempenho das células duoCAR-T como estratégia terapéutica para o
tratamento de individuos infetados com HIV.

Palavras-chave: HIV; CAR-T; duoCAR-T; TAR.



Abstract

The efforts made over the last decades brought the average life expectancy of an
individual infected with HIV closer to that of an healthy individual.

The study of the viral structure and replication mechanisms allowed the identification
of potential pharmacological targets, and with the discovery of the first antiretroviral drugs,
the first antiretroviral therapy (ART) and subsequent combined ART regimens, were initiated.

HIV infection, and potential progression to AIDS, became a chronic but manageable
pathology, rather than a potentially fatal disease. However, the characteristics of the virus,
namely its genetic variability and immune system evasion, establishing a latent infection
profile, made current strategies inappropriate for the control of this infection.

CAR-T technology, that combines the T lymphocite with chimeric antigen receptors,
represents a promising alternative for the treatment of HIV infection, which allows
complementing other therapeutic strategies, without the risk of resistance development.
Some of the concerns surrounding the use of these cells, such as the possibility of cytokine
release syndrome and neurotoxicity, hamper their study and use. However, in vitro and in
vivo studies demonstrate high specificity and selective reactivity for infected cells, which
allows inferences about their safety level. Moreover, the further study of this technology, as
well as the discovery of new molecules acting as surface receptors, provide enourmous
versatility to CAR-T and also allow the recognition of new multi-resistant strains of HIV.

Despite their favorable results in the treatment of HIV infection, the long-term use of
these cells, especially in situations of interrupted ART, is insufficient, thus highlighting the
need to improve the therapeutic arsenal against this infection.

In this sense, duoCAR-T cells have been studied, which have an additional CAR that
enhances their therapeutic effect and recognition of surface antigens. Through several
studies that prove the added benefit of their use compared to monoCAR-T cells, the purpose
of this review is to shed some light on the excellent performance of duoCAR-T cells as a
therapeutic strategy for the treatment of HIV-infected individuals.

Keywords: HIV; TAR; CAR-T; duoCAR-T.
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Abreviaturas

RT — Transcriptase reversa

SIV — Virus de imunodeficiéncia dos simios

CRF — Formas recombinantes circulantes

URF — Formas recombinantes Unicas

TAR — Terapéutica antirretroviral

GALT - Gut associated linfoid tissue

CAR — Chimeric antigent receptor

TCR — Recetor de células T

HDR — Homology directed repair

LRA — Latency reversing agent

LTC — Linfécito T citotéxico

TCP — T cell product

MHC — Complexo major de histocompatibilidade
LCR — Liquido cefalorraquidiano

PBMC — Células mononucleares do sangue periférico
CRD - Dominio de reconhecimento de carbohidratos
CDF — Célula dendritica folicular

RT-PCR — Reverse transcription polymerase chain reaction
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1. Introducéo

Atualmente nado existe cura para a infecéo por HIV, o que se deve a inerente capacidade
replicativa e variabilidade genética do virus, que torna as estratégias terapéuticas atuais
improficuas (1,2). A terapéutica atual possui uma vasta gama de farmacos que, embora
benéficos, sdo incapazes de induzir a remissao da infecdo por HIV, e eventual progressao
para SIDA.

O invariavel desenvolvimento de resisténcias por parte virus exerce uma enorme pressao
sobre a descoberta de uma cura ou de um tratamento mais eficaz. Neste sentido, a
combinacgdo da atividade citotoxica dos linfécitos T com a capacidade de reconhecimento de
recetores quiméricos de antigénio (CAR), isto é, o desenvolvimento de células CAR-T,
constitui uma promissora alternativa terapéutica as estratégias atuais.

2. Human Immunodeficiency Virus (HIV)
2.1 Introducéo

Os isolados de HIV, pertencentes ao género Lentivirus, da familia Retroviridae, estdo
atualmente agrupados em 2 tipos, HIV-1 e HIV-2, sendo o HIV-1 o principal agente global da
SIDA, enquanto o HIV-2 esté restrito a regides como Africa Central e Ocidental.

Tipicamente, o HIV provoca infe¢des cronicas com um periodo clinico de laténcia prolongado,
replicagéo viral persistente e, em certos casos, envolvimento do sistema nervoso central (mais
comum na infe¢éo por HIV-2) (3,4).

2.2 Estrutura gendmica e formacgéo da particula viral

A semelhanca de outros retrovirus, o genoma do HIV é composto por duas copias
idénticas de RNA de cadeia simples e € caracterizado pela presenca de genes, que codificam
para: (i) proteinas estruturais gag, pol e env (3,4), (ii) proteinas reguladoras tat e rev, e (iii)
proteinas auxiliares nef, vpr, vif, vpu/vpx, sendo o gene vpu especifico do HIV-1 e o gene vpx
especifico do HIV-2. (Figura 1) (4,5).

0 kb 1 kb 2 kb 3 kb 4 kb 5kb 6 kb 7 kb 8 kb 9 kb
| | | | | | | | | |
5 - LTR | pol env | | 3 - TR |
gag nef
j Tradugdo fat
N-terminal | MA | CA |* | NC | ’l P6 | C-terminal
| |
Poliproteina Gag sp1 sp2

Figura 1: “Genoma do HIV-1”. Adaptado de (4). O gene gag codifica para a poliproteina Gag
composta pelas proteinas da matriz (MA), capside (CA) e nucleocapside (NC), pelo péptido P6 e pelos
péptidos spacer 1 (SP1) e 2 (SP2).

O gene gag codifica para as proteinas estruturais da capside (p24, p7 e p6) e da matriz
(p17) e o0 gene env codifica para as glicoproteinas do involucro viral (gp120 e gp41) que séo
responséveis pelo reconhecimento de recetores celulares de superficie. O gene pol codifica
para enzimas cruciais a replicacdo viral como a transcriptase reversa ou RT (p66-p51),
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integrase ou IN (p32), que medeia a integracdo do DNA viral no cromossoma hospedeiro, e a
protease, que desempenha um papel importante na fase final da maturacéo do virus (1,3,4,6).

O material genético do HIV encontra-se protegido por uma estrutura proteica
denominada capside, formada por cerca de 1000 a 1500 copias de proteinas da capside (CA)
em forma de cone assimétrico (3).

A capside é formada por intermédio de uma sequéncia de rearranjos estruturais que
envolvem a clivagem proteolitica da proteina percursora Gag (3,4). A clivagem da proteina
percursora Gag ocorre, por acdo da protease viral, durante o processo de maturagdo e apos
libertacdo do virido formado.

Depois da clivagem, a proteina CA (ou p24) da poliproteina Gag separa-se da proteina:
(i) da matriz (MA ou p17), (ii) do péptido spacer 1 (SP1), (iii) da nucleocapside (NC ou p7) (iv)
e dominio p6 (4,6,7).

A proteina MA medeia a migracéo da Gag para a membrana plasmatica e promove a
incorporacgao de glicoproteinas do Env para a formacéo de viries; a proteina NC recruta o
RNA viral genémico para os virides e a proteina p6 recruta o complexo endossomal ESCRT
(endosomal sorting complex required for transport), que catalisa a fase de gemulagéo por
mediacao do processo de fissdo membranar (7).

De seguida ocorrem interacdes entre os residuos Alal4 e Glu45 de mondmeros
adjacente de CA, formando-se oligbmeros que se agrupam em torno do complexo
ribonucleoproteico para formar a capside conica (3,4).

Até que o processo de maturacao esteja concluido, o virus nado € infecioso apesar de
ter todos 0s componentes necessarios presentes na capside imatura (3).

Além dos trés genes que codificam para proteinas estruturais, os genomas do HIV-1 e
2 possuem ainda uma combinacdo complexa de genes reguladores que sdo capazes de
modular a replicacdo viral. Entre estes, sdo conhecidos 0s mecanismos das proteinas
codificadas pelos genes tat e rev (1,4).

A proteina Tat (codificada pelo gene tat), expressa pouco tempo apds a infecéo,
promove a expressao de genes do HIV, e a proteina Rev (codificada pelo gene rev) assegura
a correta exportacdo de RNA mensageiro e RNA gendmico para o citoplasma (1,6).

A funcéo das restantes proteinas acessorias ndo € tdo bem conhecida, no entanto
algumas evidéncias apontam para: (i) o envolvimento da proteina Vpr na paragem do ciclo
celular e na acessibilidade do DNA, reversamente transcrito, ao nicleo de células incapazes
de se dividir, como macrofagos; (i) um papel da proteina Vpu na correta libertagdo de
particulas virais; (iii) a potenciacdo da infecciosidade de particulas virais produzidas pela
célula infetada, por agéo da proteina Vif.

Finalmente a proteina Nef tem mdultiplas fungbes, destacando-se os efeitos na
transducdo de sinal celular e a diminuicdo de expressdo de recetores CD4 na superficie
celular para permitir a formagé&o de virus em estadios mais tardios do ciclo de replicacéo viral

).
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gp120
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ssRNA

Figura 2: “Estrutura da particula de HIV-1”. Adaptado de (1).

2.3 Variabilidade e distribuicdo geografica do HIV

A variabilidade é a principal caracteristica do HIV que permite a sua persisténcia no
hospedeiro, pois permite que 0 mesmo escape a resposta imune do individuo infetado assim
como as intervencdes terapéuticas e profilaticas.

A variabilidade do HIV é uma consequéncia de: (i) replicacao viral rapida que produz um
elevado numero de virides por dia; (ii) ocorréncia de processos de recombinacdo genética
entre dois ou mais virus diferentes de HIV dentro do mesmo individuo; (iii) cronicidade da
infecéo (1); e (iv) erros introduzidos pela RT aquando da replicacdo do genoma viral (8).

Os tipos de HIV foram distinguidos entre si através da comparacdo de sequéncias
homologas, tendo sido identificado o HIV-1 e HIV-2 (1), no entanto, as numerosas
transmissdes zoonbticas ao longo de varias décadas deram origem a grupos de HIV-1: M
(Major), O (Outlier) e N (non-M/non-0) (1,9) e mais recentemente o grupo P (9). As sequéncias
genéticas do grupo M, N e O séo distintas entre si dado que tém origem em diferentes
episddios zoondticos envolvendo diferentes tipos de SIV (Virus de Imunodeficiéncia dos
Simios) (1).

Os virus do grupo M sdo os mais disseminados globalmente, enquanto os grupos O e N,
estdo mais confinados a areas restritas como Gabao, Camardes, e paises vizinhos, proximos
do habitat natural do P.t troglodytes (10), hospedeiro natural das estirpes de SIV que deram
origem aos elementos desses grupos (1).

O grupo M inclui 9 subtipos (A-D, F-H, J, K), que se tém espalhado com distribuicao
geografica especifica (Figura 3), sendo que, em patrticular, nos subtipos A e F podem ser
distinguidos pelo menos 6 sub-subtipos (Al, A2, A3, Ad e Fl e F2) (1,9).

12



Ocasionalmente, dois virus de diferentes subtipos podem infetar a mesma célula e
partilhar o seu material genético, formando assim novos recombinantes. A maioria destes
virus sao defetivos, mas os que sdo capazes de ser transmitidos sdo denominados como
formas circulantes recombinantes ou CRFs (1,9).

A classificacdo de estirpes de HIV em subtipos, CRFs e URFs (formas recombinantes
Unicas) € um problema complexo e dinamico que é influenciado pelas constantes novas
descobertas e alterac6es de definicbes. Além disso, certos virus do mesmo subtipo de HIV-1
podem diferir entre si geneticamente em cerca de 20% (1).

‘ Russia ‘

‘ América do Norte ‘

cuopa |
B B CRF01_AE [mF
CRF07_BC
B |
g B g

C.AeD]
Ameérica do Sul ‘ URF's BF E E

Figura 3: "Distribuicdo global de subtipos e CRFs de HIV-1". Adaptado de (9).

2.4 Ciclo de replicacéo e mecanismo de infecéo

O ciclo de replicacédo do HIV pode ser sumarizado em seis passos: 1) ligacdo e entrada;
2) descapsidacao; 3) transcricdo reversa; 4) integracdo; 5) sintese de proteinas virais 6)
gemulacao (1,6).

O primeiro passo, ligacdo e entrada do HIV na célula alvo, pode ser dividido em trés
eventos: ligacdo do virus a célula, ativacéo e fusdo membranar.

O involucro viral, composto por heterodimeros de proteinas gp120 e gp41 associados num
complexo trimérico, desempenha um papel essencial na ligagdo do virus a célula alvo e
conseguente entrada, sendo que este processo é mediado, em grande parte, pela capacidade
fusogénica do dominio hidrofébico da subunidade gp41 (1).

A gp120 liga-se a uma glicoproteina monomérica, denominada por CD4, que se encontra
ndo sO na superficie de cerca de 60% dos linfocitos T em circulagdo, mas também em
precursores de linfécitos T na medula 6ssea e timo, monécitos e macréfagos, eosindfilos,
células dendriticas e da micréglia do SNC (1,6).

A molécula CD4 funciona normalmente como um corecetor do complexo major de
histocompatibilidade (MHC) de classe Il durante a fase de reconhecimento de um antigénio
por parte dos linfocitos T. A ligacdo da gp120 com o CD4 induz altera¢des estruturais na
gp120 que expdem epitopos que interagem com o coreceptor das quimiocinas na superficie
da célula alvo. Devido a alteracdo conformacional induzida por esta ligagdo ao coreceptor, o
péptido de fuséo, localizado na regido N-terminal da gp41, penetra na membrana da célula
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(11). Ap6s emparelhamento das sequéncias HR1 e HR2, a por¢éo extracelular da gp41 dobra
sobre si mesma de forma a adquirir uma estrutura em gancho (1) que aproxima o virus e a
membrana da célula alvo, facilitando a fus&o membranar (1,6).

Os recetores de quimiocinas sdo classificados com base na posicdo de residuos de
cisteina na estrutura das respetivas quimiocinas, assim como nos seus efeitos angiogénicos.
A nomenclatura mais frequente adota a forma CXC, CC (e por vezes CX3C ou C) seguido de
R e um ndamero (1,12).

Entre os corecetores do HIV, destacam-se como sendo mais comuns o coreceptor CXCR4
e CCR5, embora estejam descritos outros potenciais coreceptores. O CXCR4 é expresso
maioritariamente em linfocitos T, enquanto o CCR5 esta presente nos linfécitos T CD4+
ativados, mondcitos/macrofagos e células dendriticas. As diferencas na utilizacdo destes
coreceptores sdo determinantes no tropismo de estirpes de HIV-1, contribuindo desta forma
para uma classificacdo das mesmas. Como tal temos estirpes: (i) M-Trépicas (Macr6fago) ou
virus R5, que apresentam maior afinidade para células que contenham o recetor CCR5; (ii) T-
Tropicas (Linfécitos T) ou virus X4, que apresentam maior afinidade para células que
contenham o recetor CXCRA4; e (iii) Estirpes que se ligam tanto ao CCR5 como ao CXCRA4,
sdo denominadas duo trépicas ou virus X4R5 (13,14).

A literatura tem sugerido que a descapsidacao ocorre breves instantes apés a entrada do
virus na célula alvo, no entanto, um estudo recentemente efetuado por Li et al. demonstra que
a capside permanece intacta até pouco tempo antes do momento da integracéo do DNA viral
no genoma da célula hospedeira (15).

A transcricdo reversa ocorre no interior da capside, por acdo da RT, que converte 0 RNA
viral de cadeia simples em DNA de dupla cadeia (1). Esta enzima possui duas atividades
enzimaticas que asseguram o processo de replicacdo e, consequentemente, 0 sUCesso no
passo de integracdo. Para tal, a RT exerce a funcdo de DNA polimerase e de RNAseH, que
leva a degradacdo da porcdo de RNA presente no duplex RNA-DNA formado (8).

O DNA viral, formado no interior da cépside, é transportado para o nucleo onde sera
integrado, por acdo da integrase de origem viral, no genoma da célula hospedeira, formando
o DNA proviral. Ap6s ativacdo celular, ocorre a transcricdo do DNA proviral em RNA
mensageiro que codifica as proteinas estruturais, reguladoras e auxiliares necessarias a
formacdo de novos virus (1,11).

O processo de transcri¢do inicia-se pela sintese das proteinas reguladoras, Tat e Rev. A
proteina Tat liga-se ao TAR (Regido de Resposta de Transativagao) na regido 5’ do RNA viral,
e estimula a sintese de transcritos de RNA mais longos. A proteina Rev possui dois dominios
funcionais: (i) uma sequéncia rica em arginina (Arg), necessaria a ligagdo ao RNA e
localizag&o nuclear e (i) um dominio hidrofobico rico em leucina (Leu) que regula o transporte
de RNA para fora do nucleo (11).

O RNA mensageiro que codifica para as restantes proteinas, é transportado para o
citoplasma onde seréo sintetizadas proteinas estruturais. Apés clivagem e formacao de novas
proteinas virais, duas cadeias de RNA viral sdo associadas, enquanto as proteinas do core
se relinem ao seu redor formando a céapside (1,11).

Os componentes da particula imatura sdo transportados para a superficie da célula onde
ocorre a libertacdo de particulas virais por gemulacdo. Apos a saida das particulas virais, a
protease viral cliva as proteinas precursoras Gag e GagPol para formar as proteinas maturas
Gag e Pol que, ap0s rearranjos sequenciais ddo origem ao virido maturo (11).
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2.5 Curso natural da doenca

A patogénese da infegcdo por HIV e progressdo para SIDA sdo consequéncia das
propriedades infeciosas do virus e da resposta imunitaria inapropriada do hospedeiro. O
equilibrio entre a eficacia destes dois componentes determina o resultado da infe¢éo, sendo
este o desenvolvimento de SIDA ou sobrevivéncia a longo termo (1).

A exposicdo do HIV a detergentes comuns e desinfetantes resulta na sua inativagao.
Como tal, para que o virus seja eficazmente transmitido, é necessario que a pele ou mucosa
lesada esteja diretamente exposta a sangue infetado ou secrec¢des (16).

Tal é o caso das relagdes sexuais, uma das principais vias de transmissao do HIV (16,17),
em que a microabraséo resultante do ato sexual provoca processos de regeneracao tecidular,
aumento de vascularidade, recrutamento de células imunitarias e aumento de citocinas
inflamatdrias. Estes processos estao associados ao recrutamento de neutrofilos e linfécitos T
CD4+ (18).

Em circunstancias normais, o epitélio funciona como uma barreira & infecdo viral. No
entanto, a exposicao das células da mucosa ao HIV induz a expressédo de TNF-a (fator de
necrose tumoral) e IL-6 e 8, que sdo responsaveis pela quebra das juncdes de oclusao do
epitélio, tornado esta barreira ineficaz (19).

A infecdo das células da mucosa rapidamente progride para a destruicdo da arquitetura
tecidular e subsequentemente translocacao microbiana, devido a infecdo dos linfécitos T
CD4+ responséaveis pela homeostasia do tecido. Desta forma, ocorre a disseminagdo da
infecdo para outros compartimentos (18), com especial destaque para a corrente sanguinea
e 0 compartimento linfoide, ambientes que permitem a sua sobrevivéncia e estabelecimento
de uma infecao viral replicativa (1,18,20).

As células infetadas ficam sujeitas a lise celular ou iniciam um perfil de infecéo latente,
constituindo assim os reservatorios celulares de HIV (maioritariamente macréfagos e linfocitos
T CD4+ em repouso) (17,21). A acumulacédo de células infetadas resultante deste perfil de
laténcia constitui uma barreira a completa erradicacdo da infecdo, uma vez que permite a
permanéncia da informacdo genética viral no hospedeiro mesmo durante a aplicacdo de
regimes terapéuticos com farmacos antirretrovirais (20).

O aparecimento da virémia marca um momento critico na progressao natural da infecéo
por HIV, pois indica que o individuo infetado adquiriu potencial de transmissao da infecao,
fornecendo também a primeira oportunidade de diagnéstico por intermédio de analises
sanguineas. Tipicamente, entre 10 e 12 dias ap0s o inicio da infecdo, o RNA viral é detetavel
no sangue através de meétodos de amplificacdo, como a técnica reverse transcription
polymerase chain reaction, ou RT-PCR (1).

Os niveis de virémia no plasma aumentam rapidamente até um valor de aproximadamente
100 milhBes de copias/mL, imediatamente antes da fase de seroconversdo. Por norma, 0s
elevados niveis de virémia, verificam-se por curtos periodos de tempo, uma vez que a reposta
imunitaria humoral e celular do hospedeiro controlam parcialmente a replicacéo viral. Como
tal, apls o aparecimento destes picos, ocorre uma diminuicdo drastica dos niveis de viremia
até um valor estavel, denominado setpoint viral, podendo este valor ser inferior ao limiar de
detecao (Figura 4).
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Figura 4: "Evolucdo Clinica da infecdo por HIV". Adaptado de (1). Os valores de virémia s&o
representados pela linha tracejada enquanto a contagem de linfécitos T CD4+ é representado pela linha
continua.

Vérios fatores associados com a imunidade antiviral inata e adquirida podem
influenciar a replicacao viral e o estabelecimento do setpoint viral durante esta fase da infecéo.
No entanto, é de salientar o papel da resposta imunitaria virus-especifica mediada por células
(atividade citotéxica dos linfécitos T CD8+), que parece ser o ponto central no controlo da
replicacdo viral nesta fase da infecdo (1,22) ou seja, antes do aparecimento de anticorpos
anti-HIV.

O momento da seroconversao é estimado através da detecdo de anticorpos anti-HIV,
em amostras sequenciais. Para que este momento seja corretamente estimado, é necessaria
informac&o rigorosa quanto ao momento da infecao.

O “periodo de janela” seroldgico consiste no intervalo de tempo em que a infecio esta
presente sem que 0s anticorpos sejam detetados. Este periodo pode ser detetado através de
testes de terceira geracdo e, normalmente, adquire uma duragcdo média de 22 dias, no
entanto, em casos raros, individuos infetados podem permanecer seronegativos durante trés
meses apds transmisséo do virus, o que indica, em certas circunstancias, uma dificuldade
acrescida para a formacgéo de anticorpos HIV-especificos (1).
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Tabela 1: "Frequéncia de sintomas e sinais clinicos associados a infegdo por HIV-1".
Adaptado de (13).

Sintoma Percentagem de individuos (%)

Febre > 80-90
Fadiga > 70-90
Erupcéo cutanea > 40-80
Cefaleia 32-70
Linfadenopatia 40-70
Faringite 50-70
Mialgia ou Artralgia 50-70
Nauseas, vomitos ou diarreia 30-60
Suores noturnos 50
Meningite assética 24
Ulceras orais 10-20
Ulceras genitais 5-15
Trombocitopenia 45
Leucopenia 40
Aumento dos niveis de enzimas hepaticas 21

Apoés exposicdo ao HIV, entre alguns dias a semanas, a maioria dos individuos
infetados apresenta sintomas semelhantes aos da gripe ou mononucleose, febre, erupcéo
cutanea, Ulceras orais, linfadenopatia, artralgia, faringite, mal-estar, perda de peso e mialgias
(13,23).

A fase sintomatica da infecdo aguda por HIV-1 tem duracdo de sete a 10 dias e,
raramente, mais de 14 dias. Durante este periodo de infecdo, o nimero de linfécitos T CD4+
diminui drasticamente em associacdo com elevados niveis de virémia antes do aparecimento
da resposta imune especifica antiviral (Figura 4) (24).

Algumas semanas apés o contagio, os individuos infetados entram num periodo clinico
assintomatico, associado a diminuicdo da virémia e acdo antiviral exercida pela resposta
imunitaria inata e adquirida. Durante o periodo assintomatico ocorre o reconhecimento de
antigénios HIV por parte de anticorpos, sendo este passo determinante para a prevencao da
infecdo de células. No entanto, invariavelmente surgem variantes que escapam a resposta
imunitaria e infetam as células-alvo (1).

Além disso, embora ocorra o reconhecimento, por parte de linfécitos T HIV-especificos,
de células infetadas, e consequente eliminacdo, o HIV assegura a sua replicacao,
contrariando a resposta imunitaria antiviral e induzindo um estado de inflamacéao sistémica
crénica (17).
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2.6 Patogenicidade da infegc&o por HIV

A replicacdo anteriormente mencionada ocorre ao nivel de reservatorios (sobretudo
compartimentos linfoides) com baixa expressao de antigénios virais e elevada frequéncia de
mutacdes no genoma viral, o que constitui um dos principais mecanismos de evasdo a
resposta imunitaria antiviral (1,17). Além da evasdo a resposta imunitaria, o rapido
estabelecimento e persisténcia de varios reservatérios do HIV constitui um enorme obstaculo
a completa erradicacéo do virus do organismo humano mesmo na presenca de terapéutica
antirretroviral (TAR) (1,2,20).

Durante o decorrer do periodo assintomatico, os efeitos patogénicos associados ao
HIV persistem e induzem uma perda progressiva de linfécitos T CD4+ e debilitagdo imunitaria.
A progresséo para SIDA resulta de varios fatores, nomeadamente a destruicao da arquitetura
do tecido linfoide, consequéncia direta da replicacéo viral, secrecdo de IL-10 e TGF[3 (fator de
crescimento tumoral B), indu¢do das células do estroma e fibrose (25). Consequentemente,
evidencia-se um aumento da transmissao viral para outros linfécitos T CD4+ adjacentes
favorecendo a disseminacéo da infecao.

Particularmente neste estado da infecdo, a replicacdo ocorre maioritariamente a nivel
da lamina propria e submucosa intestinal e em nddulos linfaticos drenantes, com deplecéo
local de linfécitos T CD4+. A evolugdo da doenga depende da contencao da replicagéo viral
por parte do hospedeiro, acompanhada em simultaneo da reconstituicdo de linfécitos T de
memoria na mucosa associada ao tecido linfoide ou nédulos linfaticos. Na auséncia desta
capacidade de controlo, a destruicao de tecido linfoide continua e os niveis de linfocitos T
CD4+ atingem niveis inferiores a 200 células/ul, nivel correspondente a um elevado risco de
aparecimento de infecbes oportunistas por bactérias, virus, fungos, parasitas e tumores
(1,26,27).

Entre os agentes mais comuns de infecdes oportunistas, que definem o estado de
SIDA, destacam-se: Microcystis carinii, Candida albicans, Cytomegalovirus, Herpes zoster ou
parasitas enteropaticos (26,27) que promovem a ocorréncia de candidiase oral e esofagica,
pneumonia, € em casos mais atipicos, hepatite e insuficiéncia renal (28) que sao responsaveis
por grande parte da mortalidade associada a SIDA (26).

Esta fase € normalmente caracterizada pela dilatacdo difusa de nddulos linfaticos,
reducdo severa de peso corporal, febre e sintomas gastrointestinais e respiratorios. Pode
também verificar-se: (i) encefalopatia progressiva (induzida por HIV ou infe¢bes oportunistas),
associada a invalidez grave e elevado risco de mortalidade; (i) doengas neoplasicas
(sarcomas ou linfomas) que emergem como consequéncia da deple¢do imunitaria e
enfraguecem o organismo, piorando assim o perfil clinico de progressdo da doencga (1,26).
Durante a fase de SIDA, o nimero de linfécitos T CD4+ continua a diminuir e é frequentemente
detetada anemia e linfopenia (Figura 4).

Apesar da progressdo da doenca ser extremamente variavel, estima-se que, na
auséncia de tratamento, a esperanca meédia de vida de individuos com SIDA esteja
compreendida entre dois e seis anos (29).

Perante a diferente progresséo clinica da doenca, que se manifesta nos niveis de
virémia e contagem de linfocitos T CD4+, é possivel classificar individuos infetados em
“progressores”, “progressores rapidos”, “ndo progressores” e “ndo progressores de longo
termo” (1,30). Surge ainda um grupo, denominado “controladores de elite” que séao
identificados com base na auséncia de detecdo de virémia por varios anos.

A distincdo entre individuos, e 0s respetivos grupos em que se inserem, é um resultado da
avaliacao clinica e reflete a resposta individual do portador a infec@o por HIV. Além disso, esta
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classificacdo permite o estudo especifico de um determinado grupo de doentes, as respetivas
caracteristicas fisioldgicas e o seu impacto na progressao da infe¢éo (30).

Na tentativa de investigar a natureza dos fatores associados a prote¢éo antiviral, os
“controladores de elite” e os “ndo progressores de longo termo”, foram alvo de estudo de
coorte, mas os resultados destes estudos ndo evidenciaram qualquer correlacdo ou
mecanismo de protecdo definido contra o HIV. Estudos com modelos animais e estudos de
vacinacao foram também insatisfatorios dada a elevada variabilidade dos virus assim como a
sua capacidade de evaséao (1).

2.7 Reservatoérios e laténcia do HIV

Os reservatérios do HIV podem ser divididos em duas grandes categorias: (i) tecidos
linfoides que fornecem células alvo ao HIV, promovendo a transmissdo célula-a-célula e
menor penetracdo farmacoldgica;, e (i) reservatérios celulares que consistem
maioritariamente em linfocitos T CD4+ e macr6fagos que sao altamente suscetiveis a
replicacdo viral quando ativados (podendo também ter o genoma viral integrado no seu
genoma num estado de laténcia) (17).

2.7.1 Reservatoérios de tecido linfoide

O GALT (gut-associated linfoid tissue) faculta, ao HIV, um elevado ndmero de células
alvo para replicacdo viral. A elevada replicacao viral provoca a deplecéo de linfécitos T CD4+
associadas ao GALT, sendo esta diminuicdo frequentemente referida como uma evidéncia
para elevados niveis de replicacdo de HIV (17), no entanto, tal ndo constitui o Unico fator que
contribui para a morte celular, j& que ha evidéncias de que a contagem de linfocitos T CD4+
associadas ao GALT diminua antes do primeiro pico de virémia (31). Apesar disso o GALT
permanece um dos principais tecidos onde ocorre replicacdo viral em massa, assim como um
dos principais reservatorios ao longo de todo o curso da doenca, comprovado através de
analise citoldgica de seccdes de tecido ou células isoladas. Varios estudos demonstram que
a presenca de HIV no GALT se mantém apds varios anos de terapéutica antirretroviral (17).

O motivo da persisténcia viral no GALT ainda nédo é determinado, no entanto, sugere-
se que a propagacao célula-a-célula consista num dos principais contribuintes para a mesma.
Esta persisténcia é assegurada pela abundancia de linfocitos T CD4+ ativados (17,32).

A semelhanca do GALT, os nddulos linfaticos periféricos também constituem um
reservatorio de HIV, embora o seu nivel de persisténcia no decorrer de um regime de TAR
nao esteja bem determinado. Inclusivamente, revelou-se uma proximidade significativa entre
o HIV e a rede de células dendriticas foliculares (FDC) que se estabelecem como reservatério
nos primoérdios da infecao por HIV (20,32).

2.7.2 Reservatorios celulares

Em 1995, através de ensaios laboratoriais que demonstraram a existéncia de um
decaimento bifasico da viremia plasmatica, obtiveram-se as primeiras evidéncias de laténcia
do HIV a nivel celular especificamente em linfécitos T CD4+ em repouso de individuos
infetados. No seguimento destes estudos, apesar de apenas 10 milhdes de linfécitos T CD4+
serem portadores do virus, demonstrou-se que estes constituiam um reservatoério latente e
resistente a regimes de TAR (21).
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Além da persisténcia do HIV em reservatorios latentes, ha evidéncia de baixos niveis
de replicacdo em individuos infetados com virémia devidamente suprimida pela TAR por um
periodo de 9 anos. Neste contexto, os linfcitos T CD4+ ativados constituem uma possivel
fonte de replicacdo. Estes dados sugerem a ocorréncia de crosstalk viroldgica entre linfocitos
T CD4+ ativados e em repouso, na auséncia de virémia detetavel. O estimulo que despoleta
estes eventos tem por base a ativagdo ocasional do sistema imunitario através de estimulos
antigénicos como infe¢Bes secundarias ou vacinagao, que induzem a replicacao do HIV (17).

O reabastecimento continuo de reservatérios virais pode estar associado com a
mobilizacdo de células entre o sangue periférico e tecidos linfaticos, como o GALT. Em
conjunto com o contributo dos linfocitos T CD4+ ativados e macrofagos para a persisténcia
viral, os reservatérios celulares podem expandir, através de proliferacdo homeostatica das
células infetadas em individuos linfopénicos e avirémicos para o HIV. Os dados destes ultimos
estudos sugerem que em individuos infetados e avirémicos para o HIV, o tamanho do
reservatorio € aumentado por subconjuntos de linfécitos T CD4+ que proliferam durante os
efeitos imunitarios reconstituintes resultantes da TAR (17).

3. Terapéutica antirretroviral (TAR)

A terapéutica antirretroviral mudou drasticamente a letalidade de infe¢des virais, tendo
tornado uma infecdo uniformemente fatal, numa doenca potencialmente crénica (33). Desde
a sua aplicacao, diversos farmacos tém sido utilizados, com algum sucesso, no tratamento da
infecdo por HIV de tal forma que, doentes com condicBes para aderir a terapéuticas de
combinacéo tenham alcancado supressao duradoura da replicacdo viral. No entanto, apesar
do sucesso desta estratégia terapéutica algumas limitagcbes permanecem, como a
necessidade de adesao rigorosa vitalicia, custos do tratamento, efeitos adversos de curto e
longo termo e a incapacidade de restaurar totalmente a saude do doente (2,34). Individuos
tratados a longo termo em regimes eficazes demonstram frequentemente disfuncdo imune
persistente e maior risco de complicacBes ndo relacionadas com HIV, como doencas
cardiacas, 0sseas, hepaticas, renais e neurocognitivas (2).

3.1 Quando iniciar o tratamento por TAR?

A maioria das normas de terapia antirretroviral recomendam a sua utilizacdo para
todos os individuos infetados com HIV de forma a reduzir o risco de progressao da doenca,
consequentes endpoints (Figura 5) e prevenir a transmissado do virus. (35) Os resultados de
ensaios aleatorizados, START (Strategic Timing of Antiretroviral Treament) e TEMPRANO
(Early Antiretroviral Treament and/or Early Isoniazid Prophylaxis Against Tuberculosis in HIV-
infected Adults) corroboram o inicio da TAR o mais cedo possivel (36).
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progressivamente maiores entre a taxa de ocorréncia de endpoints primarios entre os dois regimes.
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Adaptado de (37).
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3.2 Regimes terapéuticos e farmacos antirretrovirais

A terapéutica antirretroviral do HIV recorre a farmacos que estédo divididos em seis
classes e interferem com as cinco fases do mecanismo de infecdo do HIV (ligacdo, fuséo,
transcricdo reversa, integracdo e clivagem proteolitica). Os farmacos antirretrovirais sao
classificados em funcéo do passo do ciclo de replicacdo viral que inibem e, em certos casos,
em funcdo da sua estrutura quimica (2,38,39). Conforme ja foi referido, o virido extracelular
entra na célula alvo através de um processo de trés passos em que ocorre a ligacéo ao recetor
CD4, ligacao ao corecetor CCR5, CXCR4 ou ambos, e por ultimo a fusdo membranar.
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Figura 7: "Classes de farmacos antirretrovirais e respetivos alvos no ciclo de replicagéo

do HIV". Adaptado de (2).
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e Inibidores da transcricéo reversa (RTIs)

Este grupo de farmacos inibe a acdo da enzima transcriptase reversa (RT) por: (i)
interacdo com o local ativo da enzima, com inibidores nucleosidicos (NRTI) que
desempenham a funcéo de substrato para a enzima, ou (i) ligacdo a regido hidrofdbica,
adjacente ao local ativo da enzima, com inibidores ndo-nucleosidicos (NNRTI) que
desempenham a funcéo de inibidores alostéricos ndo competitivos (38—40).

Exemplos:

- NRTIs: abacavir, lamivudina, emtricitabina, tenofovir disoproxilo fumarato (TDF),
tenofovir alafenamida fumarato (TAF) (39,40) e, mais recentemente amdoxovir, elvucitabina
(ainda em ensaios de fase Il) e apricitabina (38).

- NNRTIs: etravirina, rilpivirina, delavirdina, efavirenz e nevirapina (39).
e Inibidores da protease

Este grupo de farmacos bloqueia a formacao de particulas virais com as proteinas da
capside clivadas pela enzima que, em condi¢cdes normais, maturam e abandonam a célula
iniciando assim a disseminacdo da infecdo viral. Devido aos efeitos adversos frequentes da
utilizac@o deste grupo de farmacos em regimes de combinag¢&o, o seu uso em associacao
com outros farmacos antirretrovirais € desincentivado (39).

Exemplos:

- Saquinavir, ritonavir, nelfinavir e amprenavir (associados a efeitos adversos graves e
resisténcia cruzada (38)), tipranavir, darunavir, indinavir, atazanavir, lopinavir, fosamprenavir
(39,40)

e Inibidores da integrase (INSTI)

Os farmacos inibidores da integrase impedem a integracdo do DNA viral no genoma da
célula hospedeira. A coadministracdo de inibidores da integrase e dois NRTIs € atualmente a
estratégia de primeira linha de TAR de associa¢ao para individuos naive infetados com HIV-
1 (39).

Exemplos:

- Raltegravir, dolutegravir, elvitegravir (38—40) e GSK-1349572, um INSTI de segunda
geracdo que possui atividade contra isolados resistentes a acdo dos restantes inibidores da
integrase, particularmente raltegravir (38).

e Inibidores da fusao

Os farmacos inibidores da fusdo, uma vez que atuam fora da célula, possuem uma gama
reduzida de efeitos adversos em comparagéo com os restantes farmacos antirretrovirais (38—
40).

Exemplos:

- Enfurtivide e sifuvirtide

e Antagonistas do coreceptor

Antagonistas do coreceptor CCR5:
- Maraviroc e vicriviroc

O antagonismo de outros corecetores como o CXCR4, com o uso de AMD3100, embora
tenha demonstrado capacidade antiviral, ndo obteve bons resultados devido as caracteristica
farmacoldgicas e farmacocinéticas dos farmacos estudados (38).
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e Pharmacoanhancer
- Cobicistate (ou GS-9350)

Este fArmaco permite o aumento da concentracdo de farmacos antirretrovirais visto que é
utilizado como um inibidor metabdlico. Apesar de ser desprovido de agdo antiviral e ter o
mesmo efeito anti-metabdlico que o ritonavir (que também é utilizado como bloqueador do
metabolismo), o cobicistate possui maior especificidade para o CYP3A do que o ritonavir (39).

3.3 Barreiras ao tratamento

O ciclo de replicacao do HIV necessita da permanente integracdo da informacado genética
do virus no genoma da célula hospedeira (preferencialmente de linfécitos T CD4+ e
macrofagos). Embora a maioria das células infetadas sejam destruidas rapidamente, uma
pequena porgdo reverte a um fendtipo de meméria em repouso que alberga DNA viral. Visto
que estas células apresentam elevada longevidade, a infecdo por HIV pode persistir por
décadas num estado latente, que é inacessivel ao sistema imunitario ou a atual terapéutica
antirretroviral. Apesar das atuais estratégias terapéuticas serem eficazes na prevencao de
infeces de novo de novas células alvo, a longevidade inerente dos reservatérios implica que
se possam passar décadas até que células previamente infetadas sejam destruidas (2).

A existéncia destes reservatorios possibilita uma replicacdo viral subsequente que,
mesmo que em valores baixos, sdo capazes de suster a evolucao sistémica da doenca assim
como eventual resisténcia a farmacos (33).

Independentemente da causa, a persisténcia do HIV durante a terapia pode provocar
inflamacado crénica, imunodeficiéncias persistentes e elevado risco de lesdo de 6rgaos. A
resposta imunitéaria de longo termo é também altamente variavel. Embora, normalmente, os
doentes revelem um aumento sustentavel de linfocitos T CD4+, muitos dos doentes tratados
atingem um plateau estavel, mas inferior ao intervalo de valores normais (Figura 8)(2).
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Figura 8: "Efeitos da TAR na supresséao da replicacao viral do HIV". Adaptado de (2).
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Um caso reportado de um individuo seropositivo que evidenciou erradicacédo do HIV
apos transplante de células estaminais de um dador geneticamente desprovido de CCR5
potenciou a procura por uma cura para o HIV (41).

Na auséncia de uma vacina eficaz contra o HIV, e porque a terapéutica atual é cara e
incapaz de restaurar completamente a saude do doente infetado, existe um consenso
crescente em relacdo a necessidade de estudo de métodos de erradicacdo do HIV dos seus
reservatorios.

Surgem assim algumas possiveis abordagens como o uso de farmacos que ativam a
transcricdo do DNA, for¢cando a producao de virides de HIV e morte da célula infetada, ou
farmacos que ativem preferencialmente o sistema imunitario, que podera forcar a conversao
de uma célula de memdria de longa vida numa célula efetora de vida curta. Outras abordagens
incluem a terapia genética com o intuito de reconstituir o sistema imunitario com linfocitos T
ndo suscetiveis a infecdo por HIV (2).

As iniciativas de desenvolvimento de varios farmacos bem tolerados, e com elevada
eficacia relativamente a virus com resisténcias adquiridas contra farmacos antirretrovirais de
primeira geragdo, tem vindo a reduzir o nimero de individuos infetados com estripes
multirresistentes de HIV. Este sucesso, apesar de inquestionavel, uma vez que os avangos
desta area tornaram a infecao por HIV numa doenca controlavel (33), ndo é completo, uma
vez que ainda existem ocorréncias na pratica clinica de multirresisténcias a farmacos (2).

Um estudo realizado em doentes tratados revelou que cerca de 9% dos individuos em
estudo apresentou evidencias de faléncia virolégica a pelo menos trés classes de farmacos
ao longo de 10 anos. Tal instancia é corroborada através de coortes africanas onde se
verificam taxas de resisténcia mais elevadas que o esperado, nas quais as opcdes
farmacoldgicas para regimes terapéuticos de segunda e terceira linha sdo escassas (42). A
longo prazo, a auséncia da continua descoberta de farmacos pode eventualmente constituir
uma enorme desvantagem para o tratamento bem-sucedido do HIV (2), pelo que € importante
manter um numero consideravel de alternativas terapéuticas, de forma a garantir a
exequibilidade da TAR.

4. Células CAR-T (Chimeric Antigen Receptor)
4.1 Introducédo e funcionamento

Ao longo das ultimas décadas tem sido desenvolvido, no contexto oncolégico, um
enorme interesse em aproveitar a capacidade do sistema imunitario para a erradicacdo de
cancros avancados. De forma a alcancar este objetivo, com o acumular de conhecimentos de
véarias décadas, foram iniciadas tentativas de manipulagédo genética de linfécitos T, traduzidas
na criagcao da terapia por células CAR-T e outras terapias celulares como o desenvolvimento
de recetores de células T modificados (TCRs) (43).

A tecnologia CAR-T é baseada na engenharia de linfécitos T geneticamente
modificados de forma a expressar recetores sintéticos (chimeric antigen receptors - CAR), ao
invés dos recetores de antigénios fisioldgicos (43,44), com elevada afinidade para o antigénio
de superficie tumoral (Figura 9). Estes CAR constructs foram desenvolvidos com o propdsito
de combinar as capacidades de reconhecimento de tumores por parte de anticorpos com a
potente acdo antitumoral dos linfocitos T (43). As células CAR-T sdo ampliadas in vitro e
injetadas no doente de forma a atacar e destruir as células neoplasicas presentes nos cancros
resistentes a quimioterapia (Figura 9) (45).
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Ao contrério dos recetores fisioldgicos, que apenas conseguem reconhecer antigénios
na presenca do MHC (complexo major de histocompatibilidade), as células CAR-T s&o
capazes de reconhecer qualquer recetor presente na superficie celular, independentemente
da apresentacao por parte do MHC. Como tal, obtém-se uma larga gama de antigénios que a
célula T pode reconhecer e interagir, resultando em citotoxicidade (43,46).

Geralmente as células CAR-T sdo compostas por um dominio extracelular de
reconhecimento de antigénio, frequentemente um fragmento variavel de um anticorpo, ligado
a um spacer. Esta estrutura esta ancorada a um componente transmembranar que permite a

sua ligagcdo a moléculas intracelulares envolvidas nas vias de sinalizagéo da célula T (Figura
10) (43).
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Figura 9: “Producdo de células CAR-T". Adaptado de (22). Os linfocitos T sdo recolhidos do
doente e transfetados com um gene que codifica para um recetor quimérico de antigénios especifico
para as proteinas do involucro viral. Apés verificagdo da atividade anti-HIV da célula CAR-T produzida,
a linhagem celular é expandida e administrada ao doente.
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4.2 Células CAR-T e HIV

Como jéa foi referido, a estratégia terapéutica mais frequentemente utilizada para controlar
a infecdo por HIV é incapaz de o erradicar, jA& que as células infetadas persistem nos
reservatorios celulares possibilitando picos subsequentes de virémia, apés interrupgcédo da
TAR (47-49).

Como tal, sdo necessérias alternativas terapéuticas capazes de manter a remissao do
virus na auséncia de TAR. A criacdo de linfécitos T com CARs dirigidos para as proteinas do
invélucro do HIV podera melhorar a resposta imunitaria adaptativa, que é geralmente
observada no seguimento da infe¢do por HIV-1 mas é ineficaz no controlo da virémia (47).

Através de estudos realizados em grupos de controladores de elite, que sdo capazes de
controlar a replicacdo do HIV na auséncia de tratamento, foi possivel concluir que o controlo
espontaneo da replicacdo viral € maioritariamente mediado pela resposta de linfécitos T
citotéxicos (LTCs)(22). No entanto, devido a elevada presséo seletiva induzida pela resposta
dos LTC, o HIV obtém rapidamente mutagfes que permitem a evasao ao reconhecimento por
parte destas células (50). Para evitar que os virus latentes adquiram muta¢des que permitam
a evasdo a LTCs, é importante implementar um regime de TAR combinada nos primeiros
estadios de infecdo. Para tal torna-se necessario equipar os linfécitos T CD8+ com CARs
capazes de reconhecer varios antigénios HIV, sendo que este processo define um passo
crucial no progresso para a cura do HIV (22).

Foram conduzidos, entre 1995 e 2005, os primeiros ensaios clinicos com o objetivo de
investigar a eficacia e seguranca de células CAR-T. Para o efeito, foi utilizado o dominio de
sinalizagdo CDA4(. Os resultados obtidos, embora satisfatérios do ponto de vista de seguranca
e aplicabilidade ex vivo, foram considerados como insuficientes devido a incapacidade de
reduzir a carga viral em circulacdo e nos reservatorios, o que provocou alguma preocupacao
guanto a capacidade das células CAR-T constituirem uma alternativa terapéutica contra o HIV
e utilizacdo in vivo (48,51,52). Uma das principais limitacbes dos ensaios anteriormente
mencionados, foi a utilizacdo de células CAR-T de primeira geracdo, que possuiam apenas
um dominio de sinalizacéo.

Através de avancos na area da engenharia celular, foi possivel a inclusdo de dominios de
sinalizacdo coestimulatérios capazes de modificar as caracteristicas da célula T, como os
dominios CD28 e 4-1BB (um importante regulador da resposta imunitaria que € capaz de
potenciar a ativacdo de LTCs (53)).

Estes dominios sdo capazes de ndo sé alterar o desenvolvimento da memoria celular,
mas também de influenciar o metabolismo das células CAR-T, o que por sua vez, podera
induzir uma menor suscetibilidade a exaustédo, assim como diferencas funcionais (54-56). A
construcdo de um CAR que possua o dominio de sinalizacdo 4-1BB promove um fenétipo de
memoria central e dependéncia metabdlica sobre processos de fosforilagdo oxidativa. Ja a
construcdo de um CAR que possua o dominio de sinalizagdo CD28 promove um fendtipo de
memoaria efetora em linfécitos T e aumento da glicolise (48,57,58).
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Figura 10: "Tipos de CARs CD4 ou bNAbs baseados especificos para o HIV e respetiva
interacao". Adaptado de (48).

Atualmente, o recetor CD4 e os bNAbs (broadly neutralizing antibodies) séo utilizados
como base para a constru¢éo de CARs anti-HIV (Figura 10). Tal deve-se a forte interagdo do
CD4 e bNADbs (como o PGT-128, PGT-145, VRCO07-523 e 10E8 (59)) com locais de ligagado
da gp120. Na co-cultura com linfocitos T infetados, na presenca de TAR, os linfocitos T
humanos combinados com CARs bNAbs demonstraram ativagdo especifica e destruicdo de
células infetadas (22).

Adicionalmente, verificou-se a permanéncia de células CAR-T no LCR (liquido
cefalorraquidiano) por cerca de 6 meses apds infusdo no doente (60,61) e, pelo menos
durante um periodo de observacdo de oito semanas em circulagédo atingindo um ano em
alguns casos (avaliada através da presenca de células CAR-T em 1-3% PBMCs) (62) o que
permite atenuar algumas das preocupacdes no que diz respeito & sobrevivéncia das células
CAR-T. Nestes ensaios obteve-se um decréscimo logaritmico médio de RNA viral superior a
0,5 no tecido retal, durante pelo menos 14 dias, o que permite concluir que ocorre atividade
antiviral por parte das células CAR-T CD4-bNADbs (62).
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4.3 Funcionalidade e seletividade

Um estudo, efetuado por Ghanem et al., permitiu avaliar a funcionalidade das células CAR-
T, através da libertagdo de INF, no seguimento do reconhecimento de células CHO
transfetadas com o gene env, de forma a expressar proteinas de superficie do invélucro viral
do HIV-1.

A auséncia de libertacao de IFN no decorrer da cocultura com células CHO sem o gene
env, e da atividade induzida pelas glicoproteinas do Env nos grupos de controlo UTD e CAR
ndo especifica (CAR 139), demonstraram a especificidade das células CAR-T (Figura
11A)(63).

De forma a avaliar a reatividade seletiva das células CAR-T, foram utilizadas células 293T
transfectadas com os ligandos gp160, ICAM-2 e ICAM-3. Embora ocorra a interacdo das
proteinas DC-SIGN nativas (dendritic cell-specific intercelular adhesion molecule-3-grabbing
non-integrin) com as moléculas de adeséo celular (ICAM-2 e 3) o acoplamento com o dominio
CD4 parece conferir seletividade para alvos infetados, pelo que ndo se verificou qualquer
atividade com os mesmos, em comparagdo com o ensaio de controlo (CAR 139)(Figura
11B)(63). Como tal, conclui-se que as células CAR-T apresentam elevada especificidade para
proteinas do Env. Além disso, 0s ensaios que demonstram a sua seletividade comprovam o
risco reduzido de reconhecimento de células ndo infetadas, e subsequentes reacfes
adversas.
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Figura 11: "Estimulac&o Env-especifica de células CAR-T com expressao de CARs CD4
baseados". Adaptado de (63). (A) Comparacéo entre a indugdo da resposta inflamatéria resultante
do reconhecimento de células CHO wildtype (cinzento) e CHO transfetadas com o gene env (verde).
(B) Comparacao da atividade de CARs de base CD4 (azul) ou CD4-DCSIGN (verde) no reconhecimento
de células 293T transfetadas. (A e B) Em ambos os ensaios foram utilizados CAR 139 (CAR
inespecifico) como controlo.

4.4 Efeitos na infecdo disseminada

O estudos dos efeitos da capacidade supressora de infe¢cdes disseminadas foi avaliada
através da monitorizagdo do valor da concentragdo de p24, que representa os niveis de
replicacéo viral (63).

Ambas as células CAR-T em estudo demonstraram capacidade supressora em
comparagao com o controlo negativo (Figura 12A).
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Adicionalmente, foram examinadas células com mutag¢des pontuais nas proteinas CD4 e
DC-SIGN (Figura 12B). Observou-se que qualquer mutacdo no dominio de reconhecimento
CD4 eliminou a capacidade supressora da célula, revelando assim o papel crucial que este
dominio desempenha no processo de reconhecimento de células infetadas. J& as mutagbes
pontuais no dominio CRD (carbohydrate recognition domain) inibiram parcialmente a

supressédo da infecdo. Tal deve-se a inibicdo da interagdo entre o CD4 e a gpl120 que é
mediada por ligactes de lectina a regides do Env com oligomanose.
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Figura 12: "Capacidade supressora de CARs CD4 e CD4-DCSIGN na infecdo por HIV
disseminada". Adaptado de (63). (A) Atividade de CARs de base CD4 (azul) e de base CD4-DCSIGN
(verde) contra isolados BX08 e JR-FL de HIV-1. (B) Atividade de CARs de base CD4 (azul), CD4-
DCSIGN (verde) e mutantes do CAR CD4-DCSIGN (padrao triangular e quadrangular) contra o isolado
Ba-L de HIV-1. A mutacdo F43V (padréo triangular) no dominio CD4 aboliu, na totalidade, a interacéo
CD4/gp120, eliminando assim a capacidade supressora do CAR. A mutagdo D355A no dominio CRD
diminuiu significativamente a atividade supressora do CAR. (A e B) Os niveis de p24 no sobrenadante
das culturas permite avaliar os efeitos dos CARs na replicagdo viral. Em ambos 0s ensaios foram
utilizados CAR 139 (CAR inespecifico) como controlo.

4.5 Desafios e limitagfes
4 5.1 Resisténcia de células CAR-T ao HIV

A capacidade terapéutica das células CAR-T é condicionada pela sua exposi¢do, e
suscetibilidade significativa, a infecdo por HIV. Como tal, sdo necessarios esforcos que
permitam assegurar o maior potencial terapéutico das células CAR-T através da sua prote¢céo
contra infecdes. De forma a atingir este objetivo, impedir a entrada de virus na célula parece

30



ser a estratégia mais eficaz (64). Ao bloquear a entrada do virus na célula impede-se a
propagacao viral e integracdo no genoma hospedeiro, onde se poderia despoletar uma
infecdo latente. Assim, de forma a impedir a infecdo de células CAR-T, foram avaliadas varias
estratégias de edicdo genética. Uma das possiveis abordagens estudadas foi a utilizagcéo de
nucleases zinc-finger capazes de tornar o gene que codifica para o coreceptor CCR5 néo
funcional (65,66).

A alteragdo da expressdo de CCRS5 foi estudada com a aplicacdo de uma nucelase
megaTAL alvo-especifica, transfetada num molde de um vetor AAV (adeno-associated virus
donor) que codificava um CAR com base scFv (single chain variable fragment).

A aplicacdo de HDR (homology-directed repair) € um passo fundamental na construcéo
das células CAR-T em estudo, uma vez que assegura O correto rearranjo genético e,
consequentemente, o aumento do grau de seguranca do procedimento (59,67).

Este método permitiu produzir células CAR-T especificas para o HIV sem a expressao do
recetor CCR5, e assim protegidas da infecdo pelo virus. Estas células foram capazes de
suprimir a replicacao viral in vitro com maior extensédo do que uma célula CAR-T construida
através dos métodos convencionais, nomeadamente transduc¢éo lentiviral (48,59).

No entanto, a tecnologia de HDR apresenta alguns inconvenientes ao nivel de aplicacéo
clinica, apesar dos seus bons resultados in vitro. Em alternativa, a protecéo de células CAR-
T pode ser atingida através da cotransducao ou integracao de genes de resisténcia no vetor
lentiviral que contem o CAR HIV-especifico desejado (48).

Ainda no contexto da protecado das células CAR-T, podem ser utilizadas estratégias como:
(i) a coexpressao de variacbes de sequéncia do gp4l, que inibem a fusdo do virus nas
sinapses viroldgicas; (ii) e a coexpressao de shRNAs (small hairpin RNA), que diminuem a
expressao de CCR5 nas células CAR-T reduzindo a entrada do virus na célula, com LTRs
(long terminal repeat), que medeiam a degradacédo de RNA viral (48).

Além disso, a protecdo de células CAR-T pode tomar como referencia as estratégias
utilizadas para proteger outros alvos, como o dominio de ligacdo CD4. No entanto, € de
salientar que esta aplicacédo pode ser mais complicada em células CAR-T, dado que possuem
ativacao basal reduzida, mas constante, e consequentemente maior suscetibilidade a infecao
por HIV (64).

4.5.2 Destruicdo dos reservatérios de HIV latente

Um dos principais obstaculos para se atingir a cura do HIV deriva da persisténcia dos
reservatorios virais latentes, apesar dos efeitos da TAR combinada (1,2). Como tal, de forma
a alcancar uma cura definitiva, € crucial atingir a completa destruicio destes reservatorios. E
este o principal objetivo da estratégia “shock and Kill’, que utiliza LRAs (latency-reversing
agents) que perturbam a quiescéncia do virus (20,68).

Esta estratégia depende da reativagcdo das células infetadas, e consequente destrui¢éo,
como resultado dos efeitos citopaticos induzidos pelo virus ou por lise mediada por células
imunitarias. No entanto, isoladamente, os LRAs ndo conseguem reduzir o tamanho de
reservatorios latentes, principalmente por insuficiente reativagdo viral (48,69-71).

Acredita-se gue existam outros mecanismos que contribuem para a insuficiéncia
terapéutica dos LRAs. Tal é o caso de linfocitos T CD4+ que possuem provirus intactos com
capacidade replicativa, que parecem ser a causa da virémia recrudescente. Estes linfécitos,
em situagBes de TAR interrompida, escapam a acgédo de linfécitos T CD8+ através da
desregulacdo de apresentagéo de antigénios, por intermédio do fator Nef (72).
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Embora esta caracteristica ndo influencie a acdo das células CAR-T, j& que ndo
necessitam da apresentagéo de antigénios por parte do MHC (43,46), a tecnologia CAR ainda
possui obstaculos no combate as células latentemente infetadas em reservatorios (48).

Além de células infetadas em nédulos linfaticos, os foliculos de células B constituem um
obstaculo as células CAR-T, visto que representam um compartimento de replicacdo viral
persistente, inclusivamente durante regimes de TAR (48,73). Neste ambiente, tanto linfécitos
T-helper foliculares como T-reguladores foliculares apresentam elevada permissividade para
o HIV, em comparacao aos subconjuntos de células extrafoliculares (73). Além disso, embora
tenham sido detetados LTCs virus-especificos em nodulos linfaticos, tal ndo se verifica em
foliculos de células B, ja que os LTCs ndo expressam o recetor de homing folicular CXCR5
(48,73). A auséncia da capacidade citotéxica no ambiente folicular torna-o mais suscetivel a
presenca de virides extracelulares que se acumulam tendencialmente a superficie de células
dendriticas foliculares (CDFs)(73).

Adicionalmente dados recentes evidenciam a reduzida capacidade citotoxica dos LTCs no
tecido linfoide, através de niveis de expressao reduzidos de perforinas e granzimas. No
entanto, o fendbmeno responsavel por esta atenuagao ainda nao é conhecido (48,74).

Uma das possiveis abordagens para ultrapassar esta barreira tem por base a engenharia
das células CAR-T de forma a expressarem o recetor de homing folicular CXCR5, que
possibilita a entrada da célula CAR-T no foliculo de células B onde poderdo reconhecer
linfécitos T CD4+ foliculares infetados.

Com o intuito de avaliar a capacidade de homing de linfécitos T CD8+ do sangue periférico,
Ayala et al. avaliou os efeitos da expressdo do recetor CXCR5 em linfocitos T CD8+ de
modelos animais infetados com SIV. Apés infusdo, os linfécitos T CXCR5-CD8+ migraram
para foliculos de células B no baco e nédulos linfaticos, reconhecendo as células infetadas
com SIV. Acredita-se que esta abordagem possa ser aplicada igualmente a células CAR-T no
tratamento do HIV (75) e em combinacdo com o uso de LRAs para permitir uma destruicéo
de reservatorios mais eficaz.

5. Células duoCAR-T
5.1 Introducéo

Embora revolucionéaria e eficaz na destruicdo de células infetadas, a utilizacdo de
células CAR-T CD4 baseadas possui algumas limitacdes. A ineficacia terapéutica em perfis
de tratamento crénico, casos de supressdo de TAR, e a suscetibilidade a infe¢do por HIV
(64,76), revelam a constante necessidade de aprofundamento do conhecimento desta
tecnologia.

Na tentativa de ultrapassar estas limitacdes foram implementadas estratégias que
possibilitaram o aumento: (i) da sobrevivéncia in vivo, e (ii) da poténcia e especificidade.

O primeiro objetivo foi alcancado através da combinagdo com dominios
coestimulatérios (CD28 ou 4-1BB). O segundo objetivo pode ser atingido através do uso de
fragmentos derivados de bNAbs. Porém, tal implica uma necessidade de engenharia celular,
ja que os bNAbs possuem reduzida eficacia terapéutica, devido a incapacidade de neutralizar
todos os isolados de HIV (77).

A construcdo de células duoCAR-T viabiliza a combinacdo das varias caracteristicas
fulcrais a utilizacdo de células CAR-T, como sobrevivéncia, seguranca e eficacia terapéutica,
sem comprometer a especificidade, suscetibilidade a exaustéo e resisténcia a infecao por HIV
(76,77).
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5.2 Ensaios in vitro

O estudo efetuado por Maldini et al. (2020) permitiu concluir que o rato BLT constitui um
modelo animal adequado ao estudo e construcdo de CAR TCPs (T cell product). Esta
conclusao foi retirada devido a semelhanca demonstrada entre o perfil de supressao viral,
cinética de expanséao e expressao de citocinas pré-inflamatérias de células CAR-T de origem
humana e de origem BLT (76).

Como ja foi referido, os dominios coestimulatérios, CD28 e 4-1BB, melhoram a eficacia
terapéutica das células CAR-T. Especificamente, o dominio CD28 possui elevada funcéo
efetora, enquanto o dominio 4-1BB apresenta melhor sobrevivéncia in vivo (48,57,58). Com o
intuito de combinar a fungdo efetora e sobrevivéncia conferidas por estes dominios, foi
construida uma célula duoCAR-T com expressédo de ambos os CARs CD4 (CAR-BB(C e CAR-
280). As células obtidas foram prontamente ampliadas e avaliadas quanto a sua capacidade
de supresséao de infegéo por HIV.

Os resultados obtidos (Figura 13), embora positivos, ndo corresponderam a
expectativas esperadas relativamente a sua capacidade de supresséo da virémia. No entanto,
0s grupos de estudo tratados com células duoCAR-T apresentaram um atraso na perda de
memoria celular CD4+, revelando assim um aumento da sobrevivéncia celular, em
comparacgao com o grupo de controlo. Conclui-se desta forma que a implementacao de células
duoCAR-T no tratamento de individuos infetados, podera reduzir eficazmente a deplecao de
linfécitos T CD4+ induzida pela patogenicidade viral.
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Figura 13: "A utilizacdo de células duoCAR-T atenua a deplecdo de linfocitos T CD4+".
Adaptado de (76). Concentracéo total de células CAR-T periféricas (linhas verdes tracejadas) e células
duoCAR-T (linha vermelho) em comparacdo ao ensaio de controlo (linha preta); o valor P foi calcula
entre os dados obtidos de ratos infetados com estirpes de HIVsresk (n=12) e HIVmis (n=12) tendo sido
obtida uma difernca ndo significante (NS). A linha preta tracejada representa o limite de quantificacao.
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5.3 Células CAR-T versus duoCAR-T

Perante a eficdcia terapéutica e seguranca in vitro comprovada pelos ensaios
anteriormente mencionados, torna-se importante avaliar o potencial terapéutico das células
duoCAR-T in vivo (77).

O estudo efetuado por Anthony-Gonda et al. permitiu fazer a comparacao entre a eficacia
in vivo de células monoCAR-T e duoCAR-T. Foram utilizadas células monoCAR-T
monoespecificas (M1) e biespecificas (M13) e células duoCAR-T (D13) (Figura 14).

A quantificacédo de HIV foi medida nos cinco grupos de estudo (controlo, UTD, M1, M13 e
D13). A reducédo da infe¢do no bago do grupo de estudo tratado com células duoCAR-T foi
significativamente maior (D13: 97,5%) que nos restantes grupos (M1: 42%; M13: 61%) (Figura
14)(77). Além disso, o virus utilizado no presente estudo tem mutacdes que Ihe conferem
resisténcia aos bNAbs, o que permite avaliar ndo so a eficacia in vivo das células em estudo,
mas também a poténcia das células duoCAR-T em situacdes de resisténcia viral.

O estudo de Anthony-Gonda et al., demonstrou a potente atividade supressora das
células duoCAR-T, e o beneficio acrescido da sua utlizacdo em comparacao a células
monoCAR-T. Esta concluséo foi corroborada pelos valores obtidos em ensaios de PCR
guantitativo em tempo real, tendo-se obtido quantidades indetetaveis nos grupos de estudo
tratados com células duoCAR-T nao se verificando o0 mesmo para 0s restantes grupos
(Tabela 2)(77).
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Figura 14: "Comparacdo da atividade supressora de células duoCAR-T com células
monoCAR-T". Adaptado de (77). Os niveis de atividade de RLU (Renilla luciferase) representam a

replicacdo viral. A cocultura de células PBMC infetadas com células CAR-T M1 (monoCAR-T), M13
(monoCAR-T biespecifica) e D13 (duoCAR-T) obteve redugbes de 42%, 61% e 97,5%, respetivamente.
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Tabela 2: “Numero de células infetadas nos bacos de ratos NSG tratados com células

monoCAR-T e duoCAR-T”. Adaptado de (77).

PBMCs uTD M1 M13 D13
HIV-negativas
Rato 1 ND <1 ND<1 253000 7910 ND <1
Rato 2 ND <1 1130 - 11600 ND <1
Rato 3 ND<1 2110 ND <1 ND <1 ND <1
Rato 4 ND <1 1260 9020 14900 ND <1
Rato 5 N/A 21200 417 12100 ND <1
Rato 6 N/A 21200 3410 ND <1 28500

A capacidade de proliferacéo das células duoCAR-T também revela ser maior do que

a das células monoCAR-T de terceira geracdo, conforme o estudo de Maldini et al. (2020).

As células CAR-T de terceira geracao (3G CAR) atingem um valor maximo no sangue cerca
de uma semana apo6s a infusao, iniciando de seguida um declinio acentuado. Por outro lado,
as ceélulas duoCAR-T demonstram uma expansao mais lenta e constante (Figura 15)(76,77).

O conjunto destes estudos permite concluir que as células duoCAR-T representam
uma forte e promissora opc¢ao terapéutica no combate a infe¢éo por HIV devido: (i) a sua

elevada poténcia e especificidade (Figura 14), e (ii) capacidade proliferativa e sobrevivéncia
(Figura 15)(76,77).
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Figura 15: "Comparacdo entre a expansdo e capacidade proliferativa de células
duoCAR-T e células CAR-T de terceira geragao". Adaptado de (76). Apesar da sua expansdo
mais lenta, as células duoCAR-T apresentam melhor perfil de sobrevivéncia a longo termo o que
permite concluir que constituem um modelo celular préprio para tratamentos a longo prazo.
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6. Concluséo e perspetivas futuras

A aplicacdo de células CAR-T no tratamento de doentes infetados com HIV apresenta
excelentes resultados em termos de eficacia, seguranca e especificidade comparativamente
as alternativas terapéuticas atualmente utilizadas, o que as torna num modelo bastante
promissor.

Uma das limitacdes mais frequentes, e atuais, no combate a este virus € a sua capacidade
inerente de acumular mutacdes. Apesar disso, as células CAR-T nao sdo igualmente
suscetiveis a este fendbmeno uma vez que, para além de ndo existir desenvolvimento de
resisténcias (como para farmacos antirretrovirais) por parte do virus, a constante adaptacéo
deste modelo celular permite uma enorme versatilidade a nivel dos CARs utilizados que,
consequentemente, ultrapassam o obstaculo criado por uma eventual mutacao que induza a
expressao de um novo antigénio de superficie.

Embora o sucesso terapéutico das células CAR-T possa ser comprometido a longo termo,
a descoberta de novas moléculas aptas a ser utilizadas como recetores de superficie confere
uma capacidade inerente de adaptacdo a esta tecnologia, caracteristica que as restantes
opcOes terapéuticas carecem.

Neste sentido, a descoberta de novas moléculas permitiu o desenvolvimento de novos
modelos celulares, as células duoCAR-T, capazes de suprimir infeces com maior eficacia,
sem comprometer caracteristicas funcionais da célula e a seguranca do doente. No entanto,
a capacidade de evasao viral parece ser o Unico mecanismo através do qual os virides tornam
esta terapéutica improficua, e como tal, insuficiente em regimes de tratamento Unico.

A combinacéo do tratamento com células CAR-T e TAR revelam ser a melhor opcédo
terapéutica para o combate a infecéo por HIV. Este regime terapéutico é capaz de suprimir a
virémia e induzir a expressao do genoma viral nas células que constituem os reservatorios de
laténcia, permitindo a acdo conjunta de ambas as estratégias.

A utilizacéo das células CAR-T apesar de extremamente promissora, necessita ndo soé de
maior aprofundamento cientifico, mas também de uma melhor gestdo econémica, uma vez
gue se trata de uma terapéutica muito dispendiosa para o utente. Com o aprofundamento da
pesquisa € esperado que as relacdes custo-tempo alcancem um melhor equilibrio, quer para
os fornecedores de cuidados de saude, quer para os doentes.

O futuro das células CAR-T é incerto, mas promissor, uma vez que estas células podem
ser combinadas com uma diversidade de moléculas como: (i) inibidores de histona
deacetilases, que induzem a expressdo do genoma latente; ou (i) ciclosporina A em
conjungdo com TAR, que bloqueia a ativagéo celular limitando deste modo o estabelecimento
de um reservatorio viral latente.

Além disso, a articulagéo da tecnologia CAR-T com técnicas de edicdo gendémica, como
por exemplo a técnica CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats),
surge como uma possivel combinacéo terapéutica, no entanto, a sua incorporag¢do nos atuais
esquemas terapéuticos encontra-se dependente de futura investigacao.
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