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RESUMDO

Introducao: apesar de extremamente eficaz em alguns casos, até 70% dos pacientes com melanoma nao respondem aos anti-PD-1/PD-
L1 (resisténcia primdria) e muitos dos respondedores, eventualmente, acabam progredindo (resisténcia secundaria). Extensos esforcos
estdo sendo realizados para superar esta resisténcia através de novas estratégias, sobretudo, visando a modulagdo da microbiota
intestinal. Objetivo: avaliar se o transplante de microbiota fecal (TMF), associado a imunoterapia, é benéfico no curso clinico do
paciente com melanoma refratario. Métodos: trata-se de uma revisdo de escopo, baseada em estudos coletados nas plataformas
MEDLINE, ScienceDirect, The Cochrane Library, Embase e BMJ Journals; utilizando os descritores: “Antibodies, Monoclonal”; “Drug
Resistance, Neoplasm”; “Fecal Microbiota Transplantation”; “Host Microbial Interactions”; “Immunotherapy”; “Melanoma”; e
“Microbiota”. Foram incluidos ensaios clinicos, na lingua inglesa, com dados relevantes sobre a temética e disponiveis integralmente.
Nao foi determinado um periodo de corte temporal, devido a quantidade limitada de evidéncias sobre o tema. Resultados: o
cruzamento dos descritores permitiu a identificacdo de 342 publicagdes e, ap6s a aplicacao dos critérios de elegibilidade, permitiu
a selecdo de 4 estudos. A partir das andlises, observou-se que grande parte dos estudados superaram a resisténcia aos inibidores
do checkpoint imunolégico pés-TMF, com melhor resposta ao tratamento, menor crescimento tumoral e aumento da resposta
imunolégica benéfica. Conclusado: nota-se que o TMF favorece a resposta do melanoma a imunoterapia, traduzido por beneficio
clinico significativo. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para a completa elucidacdo das bactérias e mecanismos envolvidos,

bem como para que haja a translagdo das novas evidéncias para a pratica assistencial oncoldgica.
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INTRODUCAO

Océncer é um estado que envolve interacdes tanto
genéticas quanto epigenéticas, culminando em uma
proliferacdo desordenada, auténoma e incontrolavel
de células, podendo, eventualmente, migrar-se para
estruturas adjacentes. Essa caracteristica migratéria de
crescimento pertence as neoplasias invasivas, sendo
denominadas de “tumores do tipo maligno”. Existem
mais de 200 tipos de cancer, cada um com caracteristicas
clinicas e morfolégicas especificas, sendo o melanoma
0 terceiro mais comum e o mais letal entre os canceres
de pele, com estimativa de aumento em 50% de casos
novos por ano até 2040, segundo dados da International
Agency for Research on Cancer (IARC)'2.

O melanoma é uma neoplasia proveniente
da pele formada a partir da transformacéo das células
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produtoras de melanina — os melanécitos, podendo surgir
em pele sem lesdes prévias (60-80%) ou com lesdes
pigmentadas (20-40%), como o nevo melanocitico’.
Embora tenha menor incidéncia quando comparado
aos ndo-melanoma, o melanoma configura-se como
a forma mais importante dos tumores de pele, pois
cresce e se dissemina mais rapidamente, tem um maior
risco de recidiva e um pior progndstico, com estimativa
mundial de sobrevida em cinco anos de 69%, sendo
de 73% nos paises desenvolvidos e de 56% nos em
desenvolvimento*>.

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento
da lesdo, destaca-se a heranca de pele sensivel ao sol
(pele tipo | e Il de Fitzpatrick — pele, cabelos e olhos
claros e suscetibilidade a queimaduras solares). Outros
fatores incluem: presenca de lesées pigmentadas, como
efélides, nevos atipicos ou grande quantidade de nevos
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comuns (mais de 50); exposicdo solar intermitente;
queimaduras solares (sobretudo durante a infancia);
radiacdo ultravioleta artificial (p. ex., uso de camaras
de bronzeamento); proximidade da linha do Equador;
e melanoma prévio®’. Histéria familiar positiva tanto
para melanoma quanto para multiplos nevos atipicos
também ¢é considerado fator relevante. Mutacbes nos
genes CDKN2A e CDK4 foram detectadas em algumas
familias com melanoma hereditario, conferindo um risco
aumentado de aproximadamente 60-90% para essa
neoplasia®*. Além disso, o estado imunolégico também
parece influenciar no desenvolvimento do melanoma,
visto que esta neoplasia é frequente em pacientes
imunocomprometidos por transplante de érgao, infeccao
por virus da imunodeficiéncia humana (HIV), neoplasia
hematoldgica ou uso de imunossupressor®.

A suspeita diagnéstica, em geral, baseia-se na
identificacdo de uma nova lesdo pigmentada (ab initio)
ou de alteracbes fenotipicas de um nevo melanocitico
pré-existente. Durante a avaliacdo, tem-se mostrado
atil o mnemédnico “ABCDE”, em que: A — assimetria;
B — bordas irregulares; C — coloracdo ndo uniforme; D
— diametro >6mm; E — evolucao, incluindo crescimento
rapido, prurido, ulceracdo e sangramento. Quanto maior
a positividade destes sinais, maior a probabilidade de estar
diante de uma lesao maligna caracteristica de melanoma.
No entanto, o diagnéstico definitivo é realizado através
do exame histopatoldgico, no qual pode-se identificar
o padrao disseminativo superficial (MES), nodular (MN),
acral lentiginoso (MAL) ou lentigo maligno (MLM)™",

Em termos de progndstico e tratamento, é
fundamental estabelecer o estadiamento de acordo com
a fase da doenca, conforme o protocolo da American
Joint Commission on Cancer (AJCC), que divide os
pacientes em quatro grupos distintos. O grupo é definido
de acordo com a fase em que o paciente se encontra,
em que: estadio | e Il, considerada doenca clinicamente
localizada; estadio lll, doenca locorregional, incluindo
individuos com metastases para linfonodos regionais ou
em transito; e estadio IV, no qual incluem-se os individuos
com metastase a distancia’.

Apoés a confirmacdo histopatoloégica e o
estadiamento da lesdo, é
a ser adotado'>. O manejo terapéutico do melanoma
compreende abordagens,

estabelecido o tratamento

diferentes tais como:

intervencao cirlrgica (excisdo com margens ampliadas,
investigacdo de linfonodo sentinela,
linfatico e resseccdo de metastases a distancia); tratamento
adjuvante; terapia sistémica; e/ou radioterapia™.

Em casos de melanoma cutaneo irressecavel,
metastatico ou com altas taxas de recidiva (estadio Il e
IV), terapias especificas devem ser consideradas, como a
imunoterapia com inibidores do checkpoint imunolégico
(ICls). Atualmente, os farmacos mais utilizados neste
tratamento sdo os anticorpos monoclonais (mAbs)
humanizados anti-PD-1 (pembrolizumab e nivolumab) e
anti-PD-L1 (atezolizumab, avelumab e durvalumab), que
agem inibindo a atividade da proteina de morte celular
programada-1 (PD-1)'>'®. Estes farmacos ligam-se ao
receptor PD-1, um receptor imunolégico presente na
superficie das células tumorais, impedindo a interacdo
do receptor com ligantes especificos (PD-L1 e PD-L2).
O bloqueio da cascata de sinalizagdo da via PD-1 inibe
a regulagcdo negativa do sistema imune, revertendo a
supressao de células T e culminando na resposta anti-
tumoral®’.

Os anti-PD-1/PD-L1 demonstraram eficacia
superior e um perfil de toxicidade mais favoravel que
outros mAbs, como o ipilimumab, um inibidor de
antigeno 4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4),
também muito utilizado na abordagem terapéutica do
melanoma’'?. No entanto, apesar de extremamente
eficaz em alguns casos, até 70% dos pacientes ndo
respondem ao bloqueio de PD-1 (resisténcia primaria)
e muitos dos que respondem, eventualmente, acabam
progredindo (resisténcia secundaria). Logo, atualmente
busca-se compreender em detalhes sobre 0s mecanismos
subjacentes a resisténcia, visando elucidar biomarcadores
gue potencialmente possam ajudar na identificacdo dos
respondedores, bem como encontrar novas estratégias
que possam aliviar a resisténcia anti-PD-1/PD-L120-24,

Em busca de avancos na medicina,
pesquisadores retomaram uma pratica chinesa datada do
século IV, durante a dinastia Dong Jin, conhecida como
transplante de microbiota fecal (TMF). Esta préatica consiste
na transferéncia do material fecal de um doador saudavel
para um receptor doente, visando repovoar o intestino
deste. Apesar de muito antigo, o TMF foi cientificamente
relatado pela primeira vez em 1958, época em que foi
utilizado com sucesso no tratamento de quatro pacientes

esvaziamento
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com colite pseudomembranosa®>?’. Mesmo diante
da aparente eficacia, apenas nos ultimos dez anos o
TMF comecou a ser largamente estudado, tendo se
mostrado benéfico principalmente quando associado
a outras terapéuticas, em diversas patologias, inclusive
em canceres como o gastrico, colorretal, hepatocelular,
pancreatico, mamario, pulmonar e melanoma?®-33,

Sendo assim, devido ao histérico favoravel
ja preexistente, o presente estudo tem como objetivo
avaliar se a terapia combinada TMF-ICI impacta de forma
positiva no curso clinico do paciente com melanoma
refratdrio a imunoterapia isolada, representando uma
potencial etapa durante o processo terapéutico desta

neoplasia.

METODOS

Trata-se de um estudo descritivo, de natureza
exploratoéria em literatura na modalidade de revisdo de
escopo, que é um método de pesquisa que possibilita
identificar e analisar um conjunto de evidéncias
cientificas, a fim de obter um entendimento confidvel
acerca de uma particular tematica de estudo. Este
método possibilita a sintese do estado do conhecimento
de uma determinada area, bem como aponta lacunas
gue precisam ser preenchidas com a realizacao de novas
pesquisas. Por conseguinte, acarreta suporte para a
tomada de decisao e melhoria da pratica clinica.

Utilizou-se a estratégia de
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and
Meta-Analyses Extension for Scoping Reviews (PRISMA-
ScR)*4, por meio das seguintes etapas: (i) identificacdo do
tema; (ii) formulacdo da questao de pesquisa; (iii) coleta
de artigos através da busca em plataformas eletronicas;
(iv) elegibilidade dos estudos com aplicacdo de critérios
de inclusdo e exclusao; (v) avaliacdo da qualidade das
evidéncias; (vi) elaboracdo do instrumento de coleta
com as informacdes a serem extraidas; (vii) andlise,
interpretacdo, sintese e discussdo dos dados; e (viii)
apresentacdo dos resultados obtidos. O protocolo final
foi registrado, prospectivamente, por meio da plataforma
Open Science Framework.

A questao de pesquisa foi formulada com base
na estratégia PICO (Population/Populacao; Intervention/
Intervencao;

construcao

Control/Controle; Outcome/Desfecho)?>,

em gue: Populacdo - pacientes com melanoma refratario
a imunoterapia com ICls; Intervencao - TMF + ICI;
Controle - ICls em monoterapia; Desfecho - beneficio
clinico. Desta forma, formulou-se a seguinte questdo
norteadora: “A terapia combinada TMF-ICI tem impacto
positivo no curso clinico do paciente com melanoma
refratario?”. Para responder a tal questionamento, foi
executada uma ampla busca, visando minimizar vieses
de publicacdo, nas seguintes bases de dados, por ordem
de consulta: Medical Literature Analysis and Retrieval
System Online (MEDLINE); ScienceDirect; The Cochrane
Library; Excerpta Medica Database (EMBASE); BMIJ
Journals. Durante a busca, foram utilizados os seguintes
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS): “Antibodies,

Monoclonal”; “Drug Resistance, Neoplasm”; “Fecal
Microbiota Transplantation”; “Host Microbial
Interactions”;  “Immunotherapy”; “Melanoma”; e
“Microbiota”.

Os critérios de inclusdo dos estudos foram:
ensaios clinicos com dados relevantes sobre a aplicacdo da
terapia TMF-ICl em pacientes com melanoma; pesquisas
redigidas apenas na lingua inglesa e artigos com o texto
disponivel na integra. Foram excluidos artigos fora da
relevancia tematica e estudos nao clinicos, incluindo
pesquisas em modelos animais e in vitro, bem como
publicadas no formato de cartas ao editor, diretrizes,
livros, revisbes de literatura, dissertacbes e relatos de
caso. Nao foi determinado um periodo de corte temporal
durante a selecdo dos estudos, devido a quantidade
limitada de evidéncias sobre o tema.

RESULTADOS

A combinacdo dos termos de busca resultou
na identificacdo de 342 publicacées. Apds a remocao
das duplicatas (n=27), 315 referéncias foram submetidas
a triagem, com a andlise dos titulos e resumos, das
quais 302 foram excluidas pelos revisores. Os 13
estudos remanescentes foram lidos na integra, por dois
examinadores independentes, para a aplicacdo dos
critérios de elegibilidade, culminando na inclusdo final
de 4 ensaios que cumpriam estes critérios. Os estudos
selecionados foram publicados entre 2019 e 2021.

Apods a conducdo das etapas de identificacao,
triagem e elegibilidade dos artigos, pode-se estratificar
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e reunir as principais evidéncias relacionadas a
aplicacdo da terapia combinada TMF-ICI em pacientes
com melanoma. Os estudos extraidos de cada uma
das bases de dados foram pautados em uma planilha
Unica, estruturada no software Microsoft Excel 16.0,

com o objetivo de detectar as citacdes repetidas entre

as plataformas, formar a lista de estudos e avaliar a
elegibilidade.

Os resultados dos ensaios clinicos que
investigaram o impacto do TMF na eficacia do inibidor
do checkpoint imunolégico estdo sintetizados na

proxima tabela (Tabela 1).

Tabela 1 - Ensaios clinicos selecionados sobre a aplicacdo do TMF associado a ICl em pacientes com melanoma refratario.

Tipo de . .
. . Ndmero de Numero de :
imunoterapia . A . . Resposta ao TMF nos pacientes com N
. Tipo de cancer  pacientes pacientes com . L Referéncia
associada ao ) PN maior eficacia
estudados  maior eficacia (%)
TMF
Aumento da infiltracdo de células T Youngs-
Anti-PD-1 l\/lelangma 5 3 (60%) CD8+ funoon@s; agmento de APQ ter ot al.
metastatico (CD68+) no intestino e no tumor; (2019)%
resisténcia a imunoterapia superada
Aumento de células T CD39+ e
Melanoma CD8+ funcionais; diminuicao de Maleki et
Anti-PD-1 i 2 2 (100%) células TPD1+, T CD38+ e T CD8+ 37
metastatico . LT al. (2020)
disfuncionais; resisténcia a imunote-
rapia superada
Maior nimero de células T CD8+
. Melanoma o funcionais; diminuicao de células Davar et
Anti-PD-1 metastatico 15 6 (40%) mieloides produtoras de IL-8; resis-  al. (2021)%®
téncia a imunoterapia superada
Aumento da infiltracdo de células T
. Melanoma o CD8+ funcionais; aumento de APCs  Baruch et
Anti-PD-1 metastatico 10 3 (30%) (CD68+) no intestino e no tumor;  al. (2021)*

resisténcia a imunoterapia superada

APCs: antigen-presenting cells. Fonte: Autores (2023).

DISCUSSAO

Via PD-1/PD-L1 como alvo-terapéutico

A PD-1 é uma proteina da superfamilia CD28,
caracterizada por gerar sinais negativos ao se ligar as
proteinas PD-L1 e PD-L2. Tanto a PD-1 quanto seus
ligantes sdo amplamente expressos em diferentes tipos
celulares (células B, células T CD4+ e T CD8+, células
natural killer e células dendriticas) e, fisiologicamente,
possuem a funcdo de limitar a ativacdo e a proliferacdo
das células T, bem como de promover a tolerancia
imunoldgica aos antigenos proprios (self), prevenindo
reacOes auto-inflamatérias e a autoimunidade no
hospedeiro saudavel*41,

No entanto, apds a exposicao e reconhecimento
continuo de antigenos tumorais, as células T efetoras

especificas contra o tumor induzem o aumento da
expressao de PD-1 e secretam interferon-gama (IFN-y) —
sinalizador quimicoqueinduzaexpressdodeB7-H1 (PD-L1)
em células neoplasicas. A interacdo PD-1/PD-L1 suprime
intensamente a ativacao da célula T, interrompendo sua
atividade anti-tumoral. Essa interrupcdo da resposta
anti-neoplasica das células T, relacionada ao fendtipo
de anergia ou “exaustdo”, representa uma forma de
imunocomprometimento que permite que 0s
tumores escapem da vigilancia imunolégica®>43.

O blogueio da via PD-1/PD-L1 (Figura 1) é
considerado um dos principais alvos da imunoterapia
contra o cancer, com farmacos ja aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA), como o pembrolizumab,
nivolumab, atezolizumab e cemiplimab?*4+47. A préxima
tabela (Tabela 2) destaca cada farmaco com suas
respectivas indicacoes e seus principais efeitos adversos.

local
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Figura 1. Mecanismo de blogueio da via PD-1/PD-L1. A célula T CD8+
é ativada apods reconhecer o antigeno tumoral apresentado pelo MHC
classe I. Apds sua ativacdo, a célula T CD8+ libera IFN-y, que se liga ao
seu receptor (IFN-yR). A partir desta ligacdo, a célula tumoral é induzida
a expressar PD-L1, que se liga a proteina PD-1, desencadeando efeito
inibitorio contra as células T CD8+. O anti-PD-1 ou anti-PD-L1 impede
a interagdo entre PD-1 e PD-L1, suprimindo a acdo inibitoria contra as
células T CD8+ e aumentando, assim, a atividade anti-tumoral. PD-1,
programmed cell death 1, anti-PD-1, anticorpo PD-1; PDL-1, program-
med-death ligand 1, anti-PDL-1, anticorpo PDL-1; TCR, T cell receptor;
MHC, major histocompatibility complex; IFN-y; interferon-y, IFN-yR, IFN-
y receptor; JAK1, janus kinase 1, JAK2, janus kinase 2; STAT-1, signal
transducer and activator of transcription 1, IRF-1, interferon requlatory
factor 1. Fonte: Adaptado de Lei et al. (2020)?*.

No entanto, dados clinicos da terapia anti-
PD-1/PD-L1 mostram taxas consideraveis de resposta
limitada, em que um grande grupo de pacientes sofreu
resisténcia primaria, nao respondendo a terapia, e parte
dos respondedores desenvolveram resisténcia adquirida
ao longo do tratamento®. Extensos esforcos estdo
sendo realizados para superar esta resisténcia a terapia,
sobretudo na abordagem do melanoma?®-4,

Microbiota Intestinal

A microbiota
referida como flora,

intestinal,  anteriormente
¢ uma mistura dindmica de

microrganismos, cuja composicdo varia ao longo do
trato gastrointestinal (TGl). O TGl hospeda o maior
numero e a maior diversidade de colecbes bacterianas
que colonizam o organismo humano. Estima-se que
sua populacdo microbiana alcance a ordem de 10" a
10" UFC/mL de conteuldo intestinal, com cerca de 700
diferentes espécies de microrganismos, sendo a maioria
de bactérias. Entretanto, ainda que as bactérias possam
ser encontradas em todo TGI, o maior nimero reside no
colon3657,

No ileo, a populacdo bacteriana é representada
por 107 a 10® UFC/mL, sendo composta por anaerébios
facultativos, Enterobactérias e anaerébios obrigatérios,
tais como: \Veilonella, Enterococcus, Clostridium,
Bacteroides e Lactobacillus. Por outro lado, no intestino
grosso, a populacéo alcanca a ordem de 10 e 10"
UFC/mL e os géneros mais frequentemente encontrados
sdo Bacteroides, Bifidobacterium, Escherichia coli,
Bacillus, Clostridium, Eubacterium, Fusobacterium,
Peptostreptococcus e Ruminococcus®®8,

Por via de regra, as bactérias anaerébias
facultativas como E. coli, Enterococos faecalis e E.
faecium sao as primeiras a colonizarem o TGl do recém-
nascido, devido a elevada taxa de oxigénio que existe
inicialmente. A medida que estes microrganismos
consomem o gas, 0 meio se torna mais adequado para
as bactérias anaerébias restritas, como Bacteriodes,
Bifidobacterium e Clostridium. A microbiota intestinal,
adquirida no periodo pds-natal é composta por uma
vasta diversidade de bactérias e desempenha inimeras
funcdes no hospedeiro humano?®.

Entre suas diversas funcbes, destaca-se a
imunoldégica. A mucosa intestinal humana é a principal
interface entre o sistema imune e o ambiente externo.
O intestino é considerado o maior érgdo imunolégico
do corpo humano, abrigando cerca de 80% das células
deste sistema, responsavel, principalmente,
pela producdo de imunoglobulinas essenciais para a
imunidade inata e adaptativa. Além disso, possui a
funcéo de estimular o sistema imune, por recrutar células
imunoldégicas e ativar a funcdo de células epiteliais,
podendo, entdo, modular as multiplas vias de resposta
do organismo e a propria progressao tumoral6:>9-62,

Além disso, a microbiota intestinal também
possui influéncia na eficacia de inumeros farmacos.

sendo
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No que tange aos anti-neoplasicos, uma das primeiras
drogas que comprovaram a influéncia da microbiota
intestinal em sua resposta foi a ciclofosfamida. Com
o avanco das tecnologias de sequenciamento de alto

rendimento, elencou-se a importancia da microbiota
intestinal na modulacdo de drogas quimioterapicas e a
procura por novas drogas influenciaveis é agora cada vez
mais reconhecida®54.

Tabela 2 - Aplicagées e efeitos adversos das principais imunoterapias anti-PD-1/PD-L1.

Referéncias Anticorpo / farmaco

Indicacbes EAMs

Garon et al. (2015)*
Martin-liberal, et al. (2015)*
Ribas et al. (2016)*
Springman et al. (2020)*°

Anti-PD-1
Pembrolizumab

Robert et al. (2015)*

Guo, Zhang, Chen (2017)*’ Anti-PD-1
Elias et al. (2017)>2 Nivolumab
Springman et al. (2020)°

i 46
Schmid et al. (2018) Anti-PD-L1

Elias et al. (2017)%?

Tie et al. (2019)5 Atezolizumab

Migden et al. (2018)*
Goodman (2022)>*
Sezer et al. (2021)>®

Anti-PD-1
Cemiplimab

Melanoma; CPCNP; CCT;
cancer gastrico; LHc;
RCC; HNSCC; cancer

esofagico; CCR; cancer
endometrial; CHC

Melanoma; CPCNP; CCT;
cancer gastrico; LHc;
RCC; HNSCC; cancer
esofagico; CHC; MPM

Cancer de mama; CPCNP;

Fadiga; tosse; ndusea; prurido;
rash cutaneo; diminuicao do
apetite; constipacao; artralgia;
diarréia; infeccoes

Rash cutaneo; fadiga; dispneia;
mialgia; diminuicdo do apetite;
tosse; ndusea; constipacao

Fadiga; diminuicdo do apetite;
dispneia; tosse; ndusea; mialgia;

CCT constipacao; infeccao urindaria;
hipotireoidismo; alopecia
Diarreia; fadiga; nauseas;

CBC: CEC constipacao; calafrios; tosse;

diarreia; pirexia; rouquidao;
prurido; rash cutaneo; dor lombar

EAMIs: efeitos adversos ao medicamento; CPCNP: carcinoma de pulméo de células ndo pequenas;, CCT: carcinoma de células transicionais; LHc: linfo-

ma de Hodgkin classico; RCC: carcinoma de células renais; HNSCC: cdncer de cabeca e pescogo de células escamosas; CCR: cancer colorretal, CHC:

carcinoma hepatocelular, MPM: mesotelioma pleural maligno; CBC: carcinoma basocelular; CEC: carcinoma espinocelular. Fonte: Autores (2023).

Entretanto, sabe-se que a microbiota é
extremamente dinamica, podendo sofrer influéncias de
inumeros fatores. Por exemplo, a maioria das neoplasias
atinge extremos de idade, nos quais a ecologia estrutural
dointestino pode serimaturaou perturbada pela exposicao
de uma vida inteira de modificadores ambientais®.
Ademais, estados patoldgicos ou terapias especificas
também podem criar um desequilibrio na composicao,
aumentando a influéncia de bactérias deletérias, bem
como reduzindo a eficacia e exacerbando a toxicidade
dos anti-neoplasicos. Diante disso, a microbiota intestinal
vem sendo pesquisada para o manejo do cancer, com
o desenvolvimento de estratégias promissoras, como a
modulacdo do conteldo de microrganismos intestinais
destes doentes?®33,

Transplante de microbiota fecal

O TMF consiste na transferéncia de uma solucao
de material fecal de um doador para um receptor, visando

alterar diretamente a composicdo microbiana do doente
e conferir beneficios a sua saude. O primeiro relato
conhecido do uso de fezes como terapia foi descrito por
Ge Hong, na China do século IV, para o tratamento de
uma variedade de condicoes, incluindo diarreia?’%%¢’. No
entanto, apenas na década de 50 a pratica foi descrita
cientificamente por Eiseman et al. (1958)%, via enema
fecal, para o tratamento de colite pseudomembranosa,
marcando a introducdo da TMF na medicina convencional.

Em geral, o processo envolve, inicialmente, a
selecao de um doador sem histérico pessoal e familiar de
doencgas metabdlicas, autoimunes e malignas, bem como
a triagem de possiveis patdgenos. As fezes sao, entao,
preparadas misturando-se com agua ou solucdo salina
normal, seguida de uma etapa de filtracao para remover
qualquer material particulado. A mistura pode ser
administrada por sonda nasogastrica, sonda nasojejunal,
esofagogastroduodenoscopia,  colonoscopia, enema
de retencdo ou comprimidos liofilizados. A escolha da
via depende da viabilidade do local de realizacdo, da
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experiéncia do médico e da seguranca oferecida ao
paciente®,

A maior parte da experiéncia clinica com
TMF foi derivada do tratamento de infeccdo recorrente
ou refrataria por Clostridium difficile®®%. Entretanto,
estudos recentes elencaram beneficios do transplante
principalmente quando associado a outras terapéuticas,
em diversas patologias, inclusive em canceres, como o
gastrico, colorretal, hepatocelular, pancreatico, mamario,
pulmonar e melanoma?®-3,

Influéncia do TMF na resposta aos anti-PD-1/PD-L1
em camundongos

Diante da evidéncia de que a microbiota
intestinal influenciava a resposta a quimioterapicos® 4,
foram realizados ensaios em camundongos com
melanoma que, posteriormente, seriam tratados com
TMF associado a imunoterapia. No estudo de Sivan et
al. (2015)%°, foram estudados 2 grupos de camundongos
C57BL/6, geneticamente semelhantes, oriundos de
locais diferentes: o grupo JAX procedia do Jackson
Laboratory e o grupo TAC do Taconic Farms, sendo
que ambos apresentavam diferencas na composicao
microbiana intestinal. Inicialmente, células de melanoma
foram injetadas nos dois grupos, e, antes de qualquer
outra intervencao, foi analisado o crescimento do tumor,
o qual foi mais agressivo nos camundongos TAC, em
comparacdo aos JAX. Tais respostas foram explicadas
por divergéncias a nivel imunolégico: o grupo JAX exibia
uma maior densidade de células T especificas contra o
tumor e um maior acumulo intratumoral de células T
CD8+. Apds receberem o tratamento com inibidores da
via PD-1, observou-se uma eficacia significativamente
maior nos camundongos JAX.

Posteriormente, visando estabelecer
relacdo causa-efeito, o material fecal de um dos

camundongos JAX foi transferido para um TAC,

uma

gerando, nestes, uma reducao da taxa de crescimento
tumoral. Além disso, alguns camundongos TAC foram
transplantados com microbiota fecal JAX, associado a
um anti-PD-L1, obtendo uma resposta ainda mais eficaz
no controle tumoral dos camundongos TAC. A analise
do material fecal constatou a predominancia de bactérias
do género Bifidobacterium (B. longum, B. breve e B.

adolescentis), que se encontravam quatrocentas vezes
mais abundantes nos camundongos JAX. A presenca
de Bifidobacterium foi
citotoxicidade imune especifica contra o tumor, traduzida
por uma regulacdo exacerbada de genes IFN tipo-I nas
células apresentadoras de antigeno (APCs) presentes
nos o6rgdos linfoides periféricos, bem como uma maior
taxa de maturacdo de células dendriticas e aumento da
atividade de células T CD8+ efetoras®.

A partir do estudo de Sivan et al. (2015)%°,
foram realizadas novas pesquisas, visando elencar as
diferencas na constituicado da microbiota intestinal entre
os portadores responsivos (R) e 0s ndo responsivos
(NR) a imunoterapia, como o estudo de Frankel
et al. (2017)70 e de McCulloch et al. (2022)"". No
primeiro, foi utilizado uma técnica de sequenciamento
dos componentes intestinais de 39 individuos com
melanoma metastatico, antes de iniciarem a terapia
com ICls (ipilimumab, nivolumab e pembrolizumab,
associados ou em monoterapia). Em geral, todos
os R apresentaram uma microbiota enriquecida em
Bacteroides caccae e Streptococcus parasanguinis, em
comparacdo aos NR. J& no segundo estudo, a andlise da
composicdo da microbiota de 94 pacientes permitiu a
identificacdo da predominancia das seguintes bactérias
no grupo R: (Mediterraneibacter)
torques, Blautia (B. producta, B. wexlerae e B. hansenii),
Eubacterium rectale, Ruminococcus (Mediterraneibacter)
gnavus e Anaerostipes hadrus. Por outro lado, nos
pacientes ndo responsivos ao anti-PD-1, foi observado
predominancia de Prevotella spp., Oscillibacter spp.,
Alistipes spp., e Sutterellaceae spp.. Posteriormente,
a amostra fecal destes pacientes foram levadas para a
analise transcriptdmica, sendo identificado, nos NR, um
aumento consideravel de superoxido dismutase 2 (SOD2),
citocinas pré-inflamatoérias (IL-18 e CXCL8) e fatores de
transcricdo (NFKBIZ, NFKBIA, TNFAIP3 e LITAF).

Visando, uma vez, determinar as
diferencas na composicdo microbiana
entre 0s pacientes responsivos € 0s Nao responsivos
a imunoterapia, Gopalakrishnan et al. (2018)”
evidenciaram que, no grupo R (resposta completa,
parcial ou doenca estavel por pelo menos 6 meses),
havia predominancia de Faecalibacterium (pertencente
a familia Ruminococcaceae, ordem Clostridiales),

estritamente relacionada a

Ruminococcus

mais
intestinal
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enquanto no grupo NR (doenca progressiva ou estavel
por menos de 6 meses), havia predominio de Bacteroides
thetaiotaomicron, Escherichia coli
colihominis. Diante dos resultados, foram descritos
0s possiveis mecanismos pelos quais os padrdes de
microbiota poderiam resposta:  nos
pacientes R, as bactérias exerciam majoritariamente
funcdes anabdlicas e biossintese de aminoéacidos,
em contraste aos NR, nos quais observou-se funcdes
predominantemente catabdlicas. Além disso, no grupo
R, houve uma maior infiltracdo de células T CD8+ no
tumor, bem como uma maior diversidade de células
imunoldégicas. A fim de confirmar esta relacdo, realizou-
se a transferéncia do material fecal do grupo R para
camundongos germ-free, seguido de inoculagcdo de
células neoplasicas de melanoma e administracédo de
inibidor PD-1. Ap6s duas semanas, os camundongos
transplantados evoluiram com melhor resposta a
terapia, menor taxa de crescimento tumoral e microbiota
intestinal enriquecida em Faecalibacterium. Além disso,
apresentaram maior quantidade de T CD8+, condizente
aos resultados nos modelos humanos.

Matson et al. (2018)73 avaliaram 42 pacientes
portadores de melanoma metastatico, dos quais 26
responderam ao tratamento anti-PD-1 e 16 apresentaram
progressao da doenca. As bactérias mais abundantes
entre os pacientes do grupo R foram Bifidobacterium
adolescentis, Bifidobacterium longum, Lactobacillus
species, Klebsiella pneumoniae, \Veillonella parvula,
Parabacterioides merdae, Collinsella aerofaciens e
Enterococcus faecium, enquanto, entre os pacientes do
grupo NR, foram Roseburia intestinalis e Ruminococcus
obeum. Em seguida, o material fecal humano foi
transferido para camundongos germ-free, seguido de
inoculacao de células de melanoma. Foi observado que os
camundongos que receberam o material fecal do grupo
R apresentaram menor crescimento tumoral e maior
infiltracdo de células T CD8+ efetoras, em comparacdo
aos que receberam a microbiota do grupo NR. A resposta
a terapia anti-PD-1 também se mostrou condizente com
a resposta dos doadores humanos. Entretanto, houve
uma parcela que ndo apresentou o mesmo padrdo
intestinal do doador, bem como nao houve resposta a
terapia. Diante disso, conclui-se que, apesar da maioria
dos camundongos mimetizar a resposta do doador, ha a

e Anaerotruncus

influenciar a

possibilidade de haver padrdes diferentes de expansao
de determinadas bactérias e, por conseguinte, gerar
alteracoes no fendétipo do receptor.

Influéncia do TMF na resposta aos anti-PD-1/PD-L1
em humanos

A partir do reconhecimento da influéncia do
transplante fecal, associado a imunoterapia, no curso do
melanoma em camundongos, foram realizados ensaios
clinicos com resultados promissores. No ensaio conduzido
por Davar et al. (2021)%® foi analisado o efeito do TMF
em 15 individuos com melanoma resistentes a terapia
anti-PD-1. Apds o transplante, 6 dos 15 pacientes (40%)
apresentaram um aumento da diversidade na microbiota
intestinal (com predominio de Ruminococcaceae,
Bifidobacteriaceae e Lachnospiraceae), maior resposta
ao anti-PD-1, aumento da ativacdo de células T CD8+
e diminuicdo de células mieloides produtoras de IL-8.
Logo, foi evidenciado que a resisténcia a imunoterapia foi
superada, visto que estes pacientes, antes nao responsivos
a terapia anti-PD-1, apresentaram beneficio clinico pds-
TMF, com reducdo do tumor e/ou estabilidade da doenca
a longo prazo. Além disso, o TMF também mostrou
modular os niveis de sinalizadores quimicos circulantes,
uma vez que o grupo R apresentou uma diminuicao de
multiplas citocinas associadas a resisténcia ao anti-PD-1
e um aumento nos biomarcadores associados a uma
resposta benéfica ao tratamento. Os pacientes R tiveram
uma regulacdo negativa na IL-8 circulante, bem como
nas células mieloides produtoras de IL-8 em tumores,
uma citocina que tem sido associada a baixa atividade
anti-PD-1 em vdrios canceres, como o melanoma.

Resultados semelhantes foram elencados
nos estudos de Youngster et al. (2019)*® e Baruch et
al. (2021)*°, sendo que, em ambos, p6s-TMF, houve
aumento da infiltracdo de células T CD8+, bem como
de APCs (CD68+) no intestino e no tumor. Ambos
examinaram
resistentes a terapia e definiram resisténcia como a
incapacidade de obter uma resposta duradoura a terapia
anti-PD-1. No ensaio realizado por Youngster et al.
(2019)%6, 3 pacientes (60%) superaram a resisténcia
a imunoterapia. Além disso, neste mesmo estudo,
foi evidenciado que, p6s-TMF, houve um aumento de

individuos com melanoma metastatico
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bactérias da familia Paraprevotellaceae, as quais tém sido
associadas a responsividade ao tratamento, e diminuicdo
significativa de B-proteobactérias, que tém sido ligadas
a resisténcia ao tratamento. Ja no ensaio clinico de fase
1, realizado por Baruch et al. (2021)*, os pacientes
foram tratados com vancomicina e neomicina, visando
erradicar suas microbiotas nativas, antes de receberem
a solucao liofilizada de material fecal associada a
imunoterapia. A partir disso, foram observadas respostas
positivas em 3 individuos, sendo 2 respostas parciais
e 1 resposta completa. Vale ressaltar, ainda, que os
pacientes com maior taxa de resposta apresentaram
abundancia em Ruminococcus (R. gnavus e R. callidus)
e Bifidobacterium adolescentis, consideradas favoraveis a
imunoterapia, enguanto os com menor taxa de resposta

possuiam microbiota enriquecida em bactérias da familia
Clostridiaceae. Os pesquisadores também evidenciaram
um aumento da resposta imunolégica benéfica.

No estudo realizado por Maleki et al. (2020)*”
dois individuos que apresentavam melanoma resistente
foram submetidos ao TMF de dois doadores diferentes.
Ambos os pacientes apresentaram melhora na taxa de
resposta imunologica, com aumento nas populacdes de
células T CD39+ e CD8+, além de uma diminuicdo nos
niveis de células TPD1+, T CD38+ e T CD8+ disfuncionais,
sendo que, no paciente numero 1 houve, ainda, a
estabilizacdo de uma grande leséo cutanea.

Alguns ensaios clinicos visando avaliar a
eficacia e a seguranca da combinacdo TMF-ICI estdo em
andamento (Tabela 3).

Tabela 3 - Ensaios clinicos em andamento com a aplicacéo da terapia combinada TMF-ICl em pacientes oncoldgicos (www.clinicaltrials.gov)’.

Ndmero NCT Tipo de cancer Numero de pacientes Intervencao Etapa
NCT04521075 Melanoma; CPCNP 50 TMF + Nivolumab Fase 2
MaaT013 + Ipilimumab + Nivolu-
NCT04988841 Melanoma 60 mab versus placebo + Ipilimumab Fase 2
+ Nivolumab
NCT03341143 Melanoma 20 TMF + Pembrolizumab Fase 2
NCT03772899 Melanoma 20 TMF + Pembrolizumab/Nivolumab Fase 1
NCT03353402 Melanoma 40 TMF + ICI Fase 1
NCT04577729 Melanoma 60 TMF alogenlf:o + ICl versus TMF Nag apli-
autdlogo + ICI cavel

TMF: transplante de microbiota fecal; ICl, inibidor do check-point imunoldgico. Fonte: Autores (2023).

Mesmo diante dos resultados promissores da
terapia TMF-ICI, ainda existem preocupacdes sobre sua
seguranca a longo prazo. Em 2019, foi relatado, em
dois ensaios clinicos independentes, que dois pacientes
evoluiram com bacteremia por E. coli produtora de
B-lactamase de espectro estendido, apés receber TMF do
mesmo doador, levando ao 6bito de um dos pacientes’.
Este estudo levou a FDA a emitir um boletim de seguranca
alertando sobre o risco de infeccdo pds-TMF. Além
disso, recentemente um estudo de coorte retrospectivo
analisou as fezes de doadores. Foi mostrado que 6 dos 66
individuos testados (9%) apresentaram positividade para
patdgenos multirresistentes’e.

Portanto, a triagem periédica de fezes de
doadores deve ser realizada para limitar estritamente a
disseminacdo de organismos que podem levar a eventos
adversos, 0 que é especialmente relevante para pacientes

imunocomprometidos. Investigacdes clinicas adicionais,
gue permitem uma melhor compreensao da fonte, do
procedimento e do fendtipo, tanto do receptor quanto
do doador, sdo essenciais para o sucesso da terapia
combinada ICI-TMF?’.

A presente
consistentes a respeito da utilizacdo da terapia TMF-
ICI em pacientes com melanoma refratario. Contudo,
vale ressaltar suas limitacoes. Entre elas, destaca-se a
escassez de estudos que oferecam dados relevantes
sobre a aplicacdo do transplante de microbiota fecal
associado a imunoterapia em individuos acometidos por
melanoma. Além disso, 0os poucos estudos encontrados
também apresentaram limitacdes, sobretudo em razao
do tamanho reduzido de suas amostras. Desse modo,
ratifica-se a necessidade da conducao de novos ensaios
clinicos randomizados e controlados, com delineamento

revisdo apresentou evidéncias
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metodolégico bem definido, tempo de acompanhamento
prolongado, amostra representativa e baixo risco de
vieses, de modo a produzir resultados robustos e permitir
uma andlise mais aprofundada dos beneficios desta
terapia alternativa.

CONCLUSAO

Em suma, com base nos dados evidenciados,
nota-se que o TMF exerce um efeito positivo na resposta
do melanoma aos ICls, traduzido por beneficio clinico
significativo. No entanto, ainda ndo h& um consenso
em relacdo as bactérias especificas que estdo associadas
a uma resposta superior, apesar de certas espécies
pertenceram a grupos filogeneticamente relacionados.

ABSTRACT

Estas discordancias podem ser explicadas pela utilizacdo
de diferentes técnicas de sequenciamento gendmico, bem
como por influéncias geograficas e variacoes dietéticas.

Além disso, devido a quantidade limitada de
literaturas sobre a tematica, ndo é possivel determinar
0 mecanismo exato que explique a causalidade entre a
microbiota intestinal e a resposta aos farmacos anti-PD-1/
PD-L1. Entretanto, postula-se que estdo envolvidos a
estimulacao de respostas pelas células T contra antigenos
microbianos, que, por sua vez, auxiliam a resposta contra
o tumor. Diante disso, reitera-se a imprescindibilidade da
realizacdo de novos estudos voltados para a completa
elucidacdo das bactérias e dos mecanismos envolvidos,
bem como para que haja a translacao das novas evidéncias
para a pratica assistencial na oncologia.

Introduction: despite being extremely effective in some cases, up to 70% of patients with melanoma do not respond to anti-PD-1/
PD-L1 (primary resistance) and many of the responders eventually progress (secondary resistance). Extensive efforts are being made to
overcome this resistance through new strategies, especially aimed at modulating the intestinal microbiota. Objective: to assess whether
fecal microbiota transplantation (FMT), associated with immunotherapy, is beneficial in the clinical course of patients with refractory
melanoma. Methods: this is a scope review, based on studies collected on the MEDLINE, ScienceDirect, The Cochrane Library, Embase
and BMJ Journals; using the terms: “Antibodies, Monoclonal”; “Drug Resistance, Neoplasm”, “Fecal Microbiota Transplantation”; “Host
Microbial Interactions”; “Immunotherapy”; “Melanoma”; and “Microbiota”. Clinical trials, in English, with relevant data on the subject and
fully available were included. A cut-off period was not determined, due to the limited amount of evidence on the topic. Results: crossing
the descriptors allowed the identification of 342 publications and, after applying the eligibility criteria, allowed the selection of 4 studies.
From the analyses, it was observed that a considerable part of those studied overcame resistance to immune checkpoint inhibitors after
FMT, with better response to treatment, less tumor growth and increased beneficial immune response. Conclusion: it is noted that FMT
favors the response of melanoma to immunotherapy, translated into significant clinical benefit. However, further studies are necessary
for the complete elucidation of the bacteria and the mechanisms involved, as well as for the translation of new evidence to oncological

care practice.

Keywords: Antibodies, Monoclonal. Immunotherapy. Melanoma. Microbiota. Fecal Microbiota Transplantation.
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