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Situando a historia

Desafios - Laténcia /reservatorios — estudos pediatricos

Estrategias —

1) reversao de laténcia;
2) silenciamento;

3) edicao génica;

4) imunoterapia

Estudo brasileiro




O HIV brinca de gato e rato com o sistema imune
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Possibilidade de cura?

BARREIRAS para a CURA
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A CURA E POSSIVEL...
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Replicacao residual Laténcia Santuarios
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Os desafios dos virus latentes...




Nenhum esquema ARV até o momento previne o estabelecimento
dos reservatorios

Qual o tamanho estimado do reservatorio?

Em criangas com infeccao
estabelecida

Declina para~ 1log 4 1

unidade infecciosa por milhao Apos 1 a 3 meses de TARVC




Maioria dos virus integrados sao defectivos

Ensaios baseados em PCR usando primers de regioes
conservadas LTR, Gag, vao detectar virus defectivos
Resultados inconsistentes - superestimam
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Bruner et al, Nat Med, 2016



Ensaios para medir reservatério nao comparaveis

PCR- based assays - SUPERESTIMAM

Resultados inconsistentes Reservatorio
— latente
Ensaios VOA (virus outgrowth assays) —
SUBESTIMAM |
VOA Demorados, trabalhosos e caros
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O reservatorio viral pode decair ao longo do tempo!
Mas...quanto tempo leva?

E—

Tempo para eliminar a infeccao cronica na

dependéncia da quantidade de celulas latentes:

— 5 14 .
10° células: 54.8 anos .que se
. _ conseguissemos tirar
Modelos — 10° células : 65.7 anos todos os virus HIV do
matematicos calculam , organismo do estado de
7 .
107 celulas : 76.7 anos laténcia, com tratamento

plenamente supressor...



O que ja sabemos?

“Cura funcional” Cura “esterilizante”
Remissao sustentada Erradicacao

TARVc e adesao

REMOVERI (Transmisséo

Estigma AIDS RESEARCH AND HUMAN RETROVIRUSES
\ < Volume 31, Number 1, 2015




Remissao X erradicagao

Cura esterilizante: todas as celulas
Infectadas e todos 0s virus capazes
de replicacao sao eliminados

Ex: paciente de Berlim

Cura funcional: controle da
supressao viral mantida sem
TARVCc

Ex: Bebé do Mississipi




Almejada: Tra”SP|anft§ _de células tronco
Cura esterilizante 7o os

Timothy Ray Brown Paciente de Berlim
Leucemia Mieloide aguda 2006
Homozigoto CCR5A32 (10/10 match) 2007 e 2008

* Irradiacao corporal total FLAMSA TMO
 Deplecao de céls. T com ATG Parou TARV
» (globulina antitimocito) no dia do

e GVH leve transplante

* 100% quimerismo

B Paciente de Londres

Linfoma de Hodgkin 2016
[Receptor]  [Co-receptor] CCR5A32 (9/10 match) Parou TARV
Sem irradiacdo corporal ~ LACE apos 16
* Deplecao de céls. T com anti-CD52 meses do
Virus do tipo R5 : usa CCRS « GVH leve transplante

* 100% quimerismo
Virus do tipo X4 : usa CXCR4

Gupta. Nature. 2019;[Epub]. Gupta. CROI 2019. Abstr
29LB.




Cura funcional

Remissao sustentada do HIV O periodo de indeteccao do virus sem
uso de TARV

sem tratamento antirretroviral . Bebé do Mississipi

N Engl J Med. 2013 November 7; 369(19): 1828-1835. don:10.1056' NETMoal302976.

Ausencia de CV apos a Pacientes da coorte francesa
sSuSpensao dos antlrretrowrals, V|SCONT| PLoS Pathog. 2013;9:61003211.

nao significou eliminacgao viral,
houve manutencao de infeccao
latente.

Outros




Controle apés interrupcao do tratamento

%% NIH Public Access
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Author Manuscript

Published 1n final edited form as:

N Engl J Med. 2013 November 7; 369(19): 1828-1835. do1:10.1056/NETMoal302976.

Absence of Detectable HIV-1 Viremia after Treatment Cessation

in an Infant

Deborah Persaud, M.D., Hannah Gay, M.D., Carrie Ziemniak, M.S., Ya Hui Chen, B.A.,
Michael Piatak Jr., Ph.D., Tae-Wook Chun, Ph.D., Matthew Strain, M.D., Ph.D., Douglas
Richman, M.D., and Katherine Luzuriaga, M.D.

2
Crianca tratada
com 30 horas de
vida até 18
meses
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Na época do relato de caso:
Reservatorio poderia levar a rebote da viremia??
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Author manuscript
N Engl J Med. Author manuscript; available in PMC 2016 February 19.

Published in final edited form as:
N Engl J Med. 2015 February 19; 372(8): 786—788. doi:10.1056/NETMc1413931.

4 HHS Public Access BEBE DO MISSISSIPI

Viremic Relapse Following Prolonged Antiretroviral-Free HIV-1
Remission in a Perinatally Infected Child

Katherine Luzuriaga1, Hannah Gayz, Carrie Ziemniak3, Keri Sanborn1, Mohan

Somasundaran’, Kaitlin Rainwater-Lovett®, John Mellors?, Daniel I.S. Rosenbloom?, and ZDVI3TCINVP ZDVISTCI/LPVIr ZDVI3TCIEFV
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Rebote virologico

apos remissao de
27 meses

- /

102

HIV-1 RNA (copies/ml)
o

Limite de detecgao <48 copias nas 107
primeiras 9 medidas e <20 copias

nas restantes Age (months)




A partir de 2014...varios estudos publicados sobre o tratamento precoce

4 N
Meses de indeteccao apos interrupgcao da TARV:

. y,

r A
Persaud et al: 27 meses (N Engl J med 2013)

\ y,

r A
Giacomet et al: 36 meses (Lancet 2014)

. y,
4 N
Samson et al: 39 meses O067 23rd Annual Canadian Conference (2014)

. y,
r N

Butler et al: 49 meses (J Infect Dis 2015)

. J




MAJOR ARTICLE

HIV Type 1 (HIV-1) Proviral Reservoirs Decay
Continuously Under Sustained Virologic Control " Haredugao continua dos
in HIV-1-Infected Children Who Received Early reservatérios de HIV proviral em
Treatment
criangas tratadas precocemente

Katherine Luzuriaga,">* Barbara Tabak,'® Manuel Garber,"* Ya Hui Chen,® Carrie Ziemniak,® Margaret M. McManus,

g:::::: :l:srr:::sl'dauhm C. Strain,”* Douglas D. Richman,’® Tae-Wook Chun,® Coleen K. Cunningham,® and The Journal of Infectious Diseases 2014:210:1529-38

MAJOR ARTICLE HIV/AIDS

. . . Menor reservatorio associado a:
Establishment and Replenishment of the Viral

Reservoir in Perinatally HIV-1-infected Children * Inicio da terapia ate 6 semanas
Initiating Very Early Antiretroviral Therapy = Supress&o viral antes dos 12 meses

Marta Martinez-Bonet,"*** Maria Carmen Puertas, Claudia Fortuny,® Dan Ouchi,® Maria José Mellado,’ Pablo Rojo.! . Man Utengao de SorOIOg 1a H IV nao reagente

Antoni Noguera-Julian,® M* Angeles Muiioz-Fernandez,"**** and Javier Martinez-Picado™*"*®
Clinical Infectious Diseases 2015;61(7):1169-78



Queda do DNA proviral em criangcas com TARVc
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A A A Very early cART

5

5 10 15 20

Years on cART

Luzuriaga K. 2016.
Annu. Rev. Med. 67:201-13
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1) Criancas tratadas com infeccao
estabelecida: Queda de 1 log no
primeiro ano; seguida de uma
relativa estabilidade ( linha solida)

2) TARVCc antes dos 3 meses:
queda abrupta inicial numa fase
inicial; segunda fase com queda
mais lenta e reducao continua até
adolescéncia (linha tracejada)

3) Tratamento bem precoce
(<48h) reduz MUITO os niveis de
DNA proviral, DNA circulando é
eliminado em dias a semanas e
se mantém indetectavel
(triangulos, relatos de casos)



Timing Latent Remission Viremia
of cCART Iinitiation reservoir duration re-establishment
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THE LANCET HIV VOLUME 3, ISSUE 1, PE49-E54, JANUARY 01, 2016

HIV-1 virological remission lasting more than 12 years after
I I interruption of early antiretroviral therapy in a perinatally
infected teenager enrolled in the French ANRS EPF-CO10

CRIANGA FRANGE! paediatric cohort: a case report

Pierre Frange, Albert Faye, Véronique Avettand-Fenoél, Erianna Bellaton, Diane Descamps, Mathieu Angin, Annie David, Sophie Caillat-Zucman,
Gilles Peytavin, Catherine Dollfus, Jerome Le Chenadec, Josiane Warszawski, Christine Rouzioux, Asier Sdez-Ciridn, on behalf of the ANRS EPF-CO10
Pediatric Cohort and the ANRS EP47 VISCONTI study group

ANRS EPF-COI0 coorte pediatrica

Inicio da TARVc aos 3 meses

3 dias 14 dias —>12 anos

Indetectavel Indetectavel

apos 1 més de TARV Sem TARV CV<4 copias/mL

1996: Mae com viremia no parto Sem TARV
RN recebeu profilaxia 6 semans com AZT

% RN tinha pesquisa de RNA e DNA néao detectavel: aos 3 dias, 14 dias e detectavel apds 1 més de vida



https://www.thelancet.com/journals/lanhiv/issue/vol3no1/PIIS2352-3018(15)X0013-0
https://www.thelancet.com/journals/lanhiv/issue/vol3no1/PIIS2352-3018(15)X0013-0

Latent Reservoir

Engrenagem
complexa dos
reservatorios...

Replicative

Productive Reservoir

Reservoir



ESTRATEGIAS foram sendo visualizadas...

1. Inicio precoce do tratamento do HIV para diminuir a formacao dos

santuarios (menor células em laténcia)
2. Intensificar o tratamento para reduzir a replicacao viral residual

3. Estimulacao da interrupgao do estado de laténcia viral (moléculas inibidoras

da enzima que leva as células para laténcia)

| B |

Santuarios Replicacao Laténcia

residual
1] — 2 — 3




ESTRATEGIAS EM DIRECAO A CURA

1. Inicio precoce do tratamento do HIV para diminuir a formacao dos

santuarios (menor células em laténcia)
2. Intensificar o tratamento para reduzir a replicacao viral residual

3. Estimulacao da interrupgao do estado de laténcia viral (moléculas inibidoras

da enzima que leva as células para laténcia)

| B |

Santuarios Replicacao Laténcia

residual
1] — 2 — 3




Intensificacao da TARYV para reduzir replicacao residual

Para individuos cronicamente infectados em uso de TARV

MARAVIROC

Além do efeito antiviral... )
Reducao do

reservatorio latente

Efeito antinflamatoric L
‘ Reduz a ativagao celular ‘
- (e as células ativadas sao J

mais permissivas ao HIV)

Inflamacao estimula expressao de PD-
1.. Trials em andamento

molécula associada a laténcia do HIV com terapéuticas
antinflamatorias

Inflamac3o esta associada com RESERVATORIO LATENTE  LOSARTAM

Curr Opin HIV AIDS. 2016 Mar; 11(2): 234-241.

(------



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=26575148

ESTRATEGIAS EM DIRECAO A CURA

1. Inicio precoce do tratamento do HIV para diminuir a formacao dos santuarios

(menor células em laténcia)
2. Intensificar o tratamento para reduzir a replicacao viral residual

3. Combate a laténcia e reducao dos reservatorios




Estratégias em desenvolvimento para atacar a laténcia




Tres estrategias em estudo no combate a laténcia

Stimulation of
cell-mediated
immune response

CART ——

I transcﬂptlon
RNA-Pol Il

Shock and Kill (LRAs)

Antibodies

lnjection

ﬁ«:?
ﬁ

Chromatin
decompaction

Kill

Block and Lock (LPAs)

- .HIV-1 expression
inhibition

RNA export
Inhibition

= T Transcription
-—4 X inhibition

HIV-1 replication
inhibition

Gene therapy
(CRISPR-Cas9)

ARN guide with Cas 9
or dCas9 protein

HIV-1 RNA
and proteins z

{) tRNA

Provirus excision
(total or partial) ~ _




A. Shock and Kill: Estimulacao da interrupcao do
estado de laténcia viral (moléculas inibidoras
da enzima que leva as células para laténcia)

B. Block and Lock: para silenciamento do provirus

C. Edicao gendomica pelo sistema CRISPR —cas9
para excisao do HIV provirus ou edicao de

fatores essenciais do hospedeiro (p.ex. CCR5)

(C)




- Ativar a replicacdo das células latentes :

agentes reversores de laténcia (HDAC)
Expulsar os virus latentes dos
reservatorios e e em seguida elimina-los
“Choque e morte” dos virus latentes
(“Shock and Kill”)

HDAC = histona deacetilase

PANABINOSTAT

Shock and Kill (LRAs)

Stimulation of Antibodies
cell-mediated injection
immune response

-
RNA-Pol Il




Silenciamento permanente: inativacao
permanente do virus latente

“Deep silencing”

“Block and Lock” : Bloqueia e tranca

2 questoes importantes:

Como conseguir o silenciamento
efetivo? (Block)

Como manter o completo estado de
silenciamento dos reservatorios? (Lock)

Dificuldade de testar drogas com os
modelos de laténcia que se dispoem

Block and Lock (LPAs)

EX: inibidor de Tat
anti- INF gama
nucleoside 3'-fluoro3’-deoxythymidine

. . "HIV-1 expression
inhibition

RNA export
Inhibition

% Transcription
inhibition

HIV-1 replication
inhibition
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Contents lists available st Sciencelirect E B i 0 M ed i c i n e

EBioMedicine |
Published by THE LANCET
AA 1 1
journal homepage: www.ebiomedicine .com i i
| ! Rebound
Review -fg i )i
Deep latency: A new insight into a functional HIV cure L) = i ;
=1 © 1 1
Maher M. Elsheikh ?, Yuyang Tang ®, Dajiang Li®, Guochun Jiang "<+ S i E

Detection]limit
* Lenwmence Divermom Nasonal Labaratory, Divermose, 01 84550, L5A SNNEEEEEmEEEEEEE
B NG HIV Cure Genier, Instinige af Global Health & Infectioes Dissases, Universiry af Morth Caraling ar Chapd Hill, hapel Fil, NC 27599, LEA :
“ Depa e of Bochemisry and Biophys s, U wersity af North Garoling ar Ghapel Fill, Chapel Fill, NC 27599, LEA 1

>

Time of Therapy

ve)
(@]

! ! Suppressing | ! ! Suppressing
i E provirus E ! 1 provirus
I ' replication I i i replication jLow tono rebound?
©
S ART i = ART
E éi Rebound 0 é
= ———3 = LIAS {Egi?
= pu genetically” !
= IDetectionllimit -

Detection

" ]
Iremodeling 1

Time of Therapy

Time of Therapy



https://www.researchgate.net/journal/2352-3964_EBioMedicine

Terapia génica

Excisao total ou parcial
do provirus

CRISPR (Repeticdes Palindromicas Curtas
Agrupadas e Regularmente Interespacadas)
do termo em inglés Clustered Regularly

Interspaced Short Palindromic Repeats.

Ainda em estudo inicial.
Técnica de edicao de genes para

retirar o reservatorio .

Gene therapy

(CRISPR-Cas9)
g

:0".. :.. Virion
HIV-IRNA ,
and proteins .

Provirus
activation
(dCas 9) 1 }

Provirus excision
(total or partial)







Outra estratégia — Fortalecimento das

células do sistema imune: vacinas
terapéuticas

— Fortalecer e “treinar” as células do

sistema imune para que elas mesmas
possam reconhecer e matar as ceélulas

cronicamente infectadas pelo HIV

— Estas vacinas seriam capazes de estimular

a producao de células CD8 capazes de
Imunoterapia para aumentar a resposta imune
matar células cronicamente infectadas contra o HIV. CD4 em azul e CD8 em lilas.




Essas estratégias... Possibilidade para pacientes pediatricos?

PENTA-ID - REVIEW Joumal of Virus Eradication 2015; 1: 14852

Immunological and pharmacological strategies to reactivate HIV-1 from
latently infected cells: a possibility for HIV-1 paediatric patients?

M Martinez-Bonet!, M| Clementel-2 MJ Serramial, S Moreno>, E Munoz?, MA Munoz-Fernandez!”

1Semvicio de Inmunologia, Laboratorio InmunoBiologia Molecular, Hospital General Universitario Gregorio Maranon, Madrid, Spain;
Instituto de Investigacion Sanitaria Gregorio Marandn (IISGM), Madrid, Spain;
Spanish HIV HGM Biobank and Networking Research Center on Bioengineering, Biomaterials and Nanomedicine (CIBER-BBN), Madrid, Spain

Maraviroc: pode nao ser a melhor alternativa
LRAs: estudos com PANABINOSTAT e ROMIDEPSIN em
andamento para outras doencas (Linfoma de Hodghkin e Leucemia)



O caminho mais logico para a cura

parece ser a soma de varias estratégias




Cura do HIV: Estudo paulista com resultados promissores
- 1 ' ‘y

Medscape

\

v

Moticias e Perspectivas

HIV: a um passo da cura?

Lais Volp; Dra. Carla Vorsatz
NOTIFICACAO | 13 de agosto de 2018



Estudos com multiplas intervengdes explorando a replicagao residual do HIV-1: uma passo em diregcao

“erradicagao e cura esterilizante (Investigador principal: R.S.Diaz )

Novo! 1a vez que intensificagado é feita
com 2 ARVs Novo! 1a vez que vacina de células dendriticas

€ usada com (e nao ao invés de) ARV.
Metodologia unica e patente sendo preparada

Maraviroc e/ou Dolutegravir

3 ‘ ()

Intensificagao do Vacina de células
tratamento dendriticas
Reduzindo a

R

Novo! 1a vez que ,

replicacéao do HIV-1

Novo! 1a vez que Eliminando a laténcia auranofina é usada
nicotinamida é em humanas em
usada com HDAC J: estudo de cura do HIV

4 Estimulando a Mudando as células T T
Nicotinamid |€— replicagao do CD4+ de memoria central Gold Salt
e HIV usando de vida longa em células de | ™ | guranofin

inibidor da memoria transicionais
HDAC




Terapia tripla

| | : Terapia tripla
! - Maraviroc + Dolutegravir
| ’ 5 Terapia tripla
————— . e Maraviroc + Dolutegravir
. i 'i Nicotinamida
0o — ! ' Terapia tripla

— l I . .
; | — Maraviroc + Dolutegravir
l—li 1 .
| | : Sais de ouro

00006 . | . Terapia trlpla
! . d Dolutegravir
i . > PP . , -
| | i Vacina de celulas dendriticas

Terapia tripla + D
Dolutegravir

Sais de ouro

Vacina de células dendriticas

3
+
¥




Intervengoes unicas nao funcionaram...

(e provavelmente nunca irao)



Estratégias rumo a erradicagao

Terapias combinadas

Soma de estratégias

Reducao e controle dos reservatoérios de HIV

Inicio da
adolescéncia:
. *adesao
@ *resisténcia
M ‘“, *atividade sexual
QH

Agentes reversores
TARVc precoce de laténcia
Dolutegravir
Maraviroc

Imunoterapias Terapias genética
e celular

Inibidores da histona
deacetilase (HDAC)
e dissulfiram

PloS One 2011; 6: 27864

Necessitam implementacgao - m




