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RESUMO 
 

A asparaginase (ASNase) é uma enzima de destaque no tratamento da Leucemia 

Linfóide Aguda (LLA), sendo capaz de converter o aminoácido asparagina em 

aspartato e amônia.  A depleção extracelular desse aminoácido leva a morte de 

células leucêmicas, que são deficientes em sua produção. Pela relevância do 

medicamento e pela suspensão de seu fornecimento no Brasil, este trabalho visou 

estudar parâmetros de formulações liofilizadas de ASNase oriunda de Escherichia 

coli (Eco ASNase, similar ao comercial). A formulação foi desenvolvida a partir de 

enzima purificada comercial, visando consistência dos estudos de pré-formulação e 

de processo de liofilização. Diversos excipientes foram testados e cinco foram 

selecionados por não interferirem nos métodos de caracterização. As combinações 

de excipientes resultaram em temperaturas de colapso (Tcs) muito baixas, sendo 

que quanto maior o número de excipientes, menor a Tc, informação não relatada em 

artigos científicos. O manitol mostrou interferir nas Tcs dos excipientes de todas as 

combinações que esteve presente, a alanina apresentou interferência na análise 

estrutural e a sacarose foi o único excipiente que apresentou mudança na estrutura 

secundária proteica. As melhores formulações, considerando seu perfil físico-

químico, foram as de ASNase contendo os excipientes individuais na maior 

concentração testada: trealose 3%, manitol 3%, sacarose 3%, glicina 3% e alanina 

3%.  
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ABSTRACT  
 

ASNase is a key enzyme in the treatment of Acute Lymphoblastic Leukemia (LLA), 

being capable of convert the amino acid asparagine in aspartate and ammonium. 

The extracellular depletion of this amino acid leads to the death of leukemic cells, 

which are deficient in its production. Due to the relevance of this drug and the 

suspension of its supply in Brazil, this work aims to design freeze-dryed formulations 

of ASNase from Escherichia coli (Eco ASNase, similar to the commercial drug). The 

formulation was designed from the purified commercial enzyme, due to the 

consistency of the pre-formulation and freeze-drying process. Several excipients 

were tested and five were selected and were selected because they did not interfere 

with the characterization methods. The combinations of excipients resulted in very 

low collapse temperatures (Tcs), the higher the number of excipients, the lower the 

Tc, information not reported in scientific papers. Mannitol showed interfering with the 

Tcs of the excipients in all formulations that it were present, alanine presented 

interference in the structural analysis and sucrose was the only excipient that 

presented a change in the protein’s secondary structure. The best formulations, 

considering it’s physic-chemical profile, were ASNases containing the individual 

excipients in the highest concentration tested: 3% trehalose, 3% mannitol, sucrose 

3%, 3% glycine and alanine 3%. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

A leucemia é uma doença maligna dos glóbulos brancos (leucócitos), sendo a 

leucemia linfoide aguda (LLA) a que mais acomete crianças e jovens 1. Os atuais 

protocolos de tratamento para a LLA apresentam chance de cura de 80% para 

crianças e 30% para adultos 2. Um medicamento importante nesses protocolos é a 

enzima L-asparaginase (ASNase), utilizada na fase de remissão da doença 3. No 

entanto, o uso desse medicamento apresenta dois problemas relevantes atuais: 

disponibilidade comercial e efeitos colaterais. A produção nacional foi suspensa pelo 

Laboratório Bagó em 2013, e os medicamentos importados aumentam muito o custo 

do tratamento4.  

Proteínas terapêuticas, como a ASNase, necessitam cuidados especiais em 

sua formulação. Quando formuladas em diluentes aquosos podem ser desnaturadas 

por aquecimento ou resfriamento repentino, mudanças de pH, agitação, exposições 

a agentes externos, hidrólise, deaminação, entre outros. Visando preservar 

propriedades físicas e químicas, as formulações proteicas são comumente 

desidratadas por liofilização. 

Frente ao quadro atual, o projeto temático da FAPESP “Produção de L-

asparaginase extracelular: da bioprospecção a engenharia de um fármaco 

antileucêmico” visa desenvolver uma formulação de ASNase comercial nacional, 

desde sua produção à sua formulação. Este trabalho de mestrado incluso no projeto 

temático propõe desenvolver formulações liofilizadas de ASNases biossimilares. O 

trabalho possui foco no desenvolvimento farmacotécnico e de processo, partindo da 

produção e purificação de ASNases recombinantes, estudos de pré-formulação para 

a caracterização físico-química e biológica da enzima e seus excipientes, 

parâmetros de processo da liofilização e caracterização e potência das formulações 

liofilizadas.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1 A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) 

Segundo as estimativas do INCA, em 2016 surgiram 10.070 novos casos de 

leucemia no Brasil, resultando em aproximadamente 6316 óbitos 1. As leucemias 

são caracterizadas por intensa multiplicação celular, acarretando em um grande 

número de células imaturas das linhagens linfoide e mieloide na corrente sanguínea 
5. Os sintomas decorrentes deste acúmulo de células anormais na medula óssea 

são: anemia (deficiência na produção de glóbulos vermelhos), infecções (deficiência 

na produção de glóbulos brancos) e hemorragias (deficiência na produção de 

plaquetas) 7. Dentre os tipos da doença a leucemia linfoide aguda (LLA) é a que 

mais acomete crianças e jovens 8. 

O tratamento da LLA é extenso, variando de dois a três anos. Os esquemas 

terapêuticos geralmente são constituídos de seis grandes fases: indução da 

remissão, intensificação, consolidação, reindução, prevenção da leucemia no 

sistema nervoso central (SNC) e continuação ou manutenção da remissão 3. 

Diferentemente dos primeiros relatos observados da doença, o avanço no suporte 

hematológico, no conhecimento de seu desenvolvimento no organismo e no número 

de alternativas terapêuticas permitiu que a LLA evoluísse de incurável e 

incompreendida para uma enfermidade passível de tratamento 9. 

Existem diversos protocolos oncológicos para o tratamento de LLA, conforme a 

classificação no grupo de risco. Os protocolos são compostos por combinações de 

quimioterápicos, acompanhados ou não de radioterapia, visando interromper o 

metabolismo das células neoplásicas 1. Dentre eles podemos citar: metotrexato 

(inibidor do metabolismo do ácido fólico), vincristina (antimitótico), doxoburricina 

(antibiótico que inibe a progressão da enzima topoisomerase II e consequentemente 

a transcrição do DNA celular), ciclosfosfamida (agente alquilante que forma ligações 

cruzadas com o DNA, impedindo a sua replicação) e L-Asparaginase 10. 
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da ASNase na síntese proteica), insuficiência hepática (33% dos casos em adultos e 

10% em crianças, causada por esteatose severa em função da catálise de 

asparagina e glutamina), trombose (diminuição da asparagina sérica acarreta em 

efeito pró-coagulante) e imunossupressão (depleção de precursores de células B, 

produtoras de anticorpos). Tais efeitos adversos podem ser prevenidos ou 

controlados com o devido ajuste de dose e acompanhamento de marcadores 

renais/hepáticos18–21.  

 Os protocolos de tratamento utilizando-se ASNase variam de acordo com o 

país, a idade e remissão da doença. Tratamentos de primeira escolha costumam ser 

realizados utilizando-se Eco e PEG Eco ASNase, sendo a Erw ASNase utilizada 

como tratamento secundário. Em caso de desenvolvimento de hipersensibilidade ao 

tratamento, sempre deve-se alterar a formulação utilizada visando maiores 

benefícios clínicos ao paciente 22. Porém, substituições entre as formulações 

comercializadas atualmente podem não ser efetivas em casos de hipersensibilidade 

e ou imunossupressão, tornando-se imprescindível a exploração de outras ASNases 

que possam ter uma maior potência e ou diminuição nos efeitos adversos11. De 

acordo, a ASNase de Saccharomyces cerevisiae (Sac ASNase) AspI, enzima 

constitutiva intracelular, apresenta alto grau de homologia à Eco ASNase e Erw 

ASNase (figura 2), e pode ser uma alternativa no tratamento da Leucemia Linfoide 

Aguda 23,24. A diferença mais significativa entre as enzimas consideradas é o 

conteúdo de cisteínas: ausente na Erw ASNase, 2 unidades na Eco ASNase e 10 

unidades na Sac ASNase. As pontes dissulfeto formadas por cisteínas são 

intramoleculares, tendo participação na formação e estabilização de sua estrutura 

quaternária 25. 
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Figura 2 – Comparação da Homologia Sequencial de aminoácidos das ASNases provenientes 

de Sac ASNase, Eco ASNase e Erw ASNase.  

A ASNase de Saccharomyces cerevisiae (Sac ASNase, peso molecular 41,4 KDa) AspI, 

enzima constitutiva intracelular, apresenta alto grau de homologia à Eco ASNase (peso molecular 

36,8 KDa) e Erw ASNase (peso molecular 37,5 KDa).   

Dados obtidos pelo programa Clustal Omega 26,27. Os asteriscos (*) indicam conservação do 

aminoácido da mesma coluna entre as três sequências. Um ponto (.) indica alta conservação entre as 

sequências de aminoácidos com propriedades similares. Dois pontos (:) indicam fraca conservação 

de aminoácidos com propriedades similares. Traços (-) indicam ausência de aminoácido. 

 

2.3 Estabilidade e formulação de ASNases 

Proteínas terapêuticas são formuladas em sua maioria em diluentes aquosos, e 

podem ser desnaturadas por aquecimento ou resfriamento repentino, mudanças de 

pH, agitação, exposições a agentes externos, hidrólise, deaminação, entre outros 28. 

Foi demonstrado que a Eco ASNase em meio aquoso (37ºC/pH 6,8) perde até 50% 

de sua atividade após 3 dias, porém sem perda da estrutura quaternária. Outro 

estudo mostrou que a deaminação é capaz de alterar a meia vida plasmática e ponto 

isoelétrico da Eco ASNase e Erw ASNase, mas sem alterar atividade enzimática. 

Para evitar os problemas mediados pelo ambiente aquoso, as estratégias mais 

comuns são adição de excipientes ou a retirada do solvente 6,29.  
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Os excipientes das formulações farmacêuticas podem ser classificados 

conforme sua finalidade. No caso das formulações parenterais os mais comuns são: 

diluentes (agentes de preenchimento que fornecem volume adequado), agentes 

tamponantes (controle de pH), agentes de tonicidade (manutenção do valor da 

osmolaridade dos fluídos biológicos), lioprotetores (previnem colapso ou 

denaturação das formas liofilizadas) e crioprotetores (protegem o fármaco no 

processo de congelamento) 30. No caso das ASNases, existem 5 formulações no 

mercado, do nosso conhecimento: Elspar, Erwinase, Kidrolase, Pegaspase e 

Spectrila (Tabela 1); dessas, apenas a proteína peglada é comercializada em 

solução. Cada formulação liofilizada tem um lioprotetor diferente (poliálcool-manitol, 

açúcar-glicose/sacarose e aminoácido-glicina), o que mostra a heterogeneidade das 

formulações e instiga estudos mais detalhados sobre a melhor formulação para as 

asparaginases.   

 

Tabela 1 – Características das ASNases terapêuticas comerciais 15–17,31.  
Nota-se a prevalência da forma farmacêutica liofilizada entre as formulações, sendo a 

Pegaspase a única exceção. 

Nome Comercial UI/mL Microrganismo Forma farmacêutica Excipientes 

Elspar 5000 E. coli Liofilizado Manitol (D/L) 

Erwinase 10000 Erwinia chrysantemi Liofilizado Glicose  (D/L) NaCl (To) 

Kidrolase 4000 E. coli Liofilizado Glicina (D/L/Ta) 

Pegaspase 750 E.coli* Solução Tampão fosfato (Ta) NaCl (To) 

Spectrila 2500 E. coli Liofilizada Sacarose (D/L) 

* enzima ligada covalentemente a PEG. D/L = agente Diluente/Lioprotetor; To = agente de 

Tonicidade; Ta = agente Tamponante 32. 

 

2.4 Formas farmacêuticas liofilizadas  

Visando preservar propriedades físicas e químicas, as formulações proteicas 

são comumente desidratadas por liofilização 28. A liofilização é um processo de 

secagem constituído de três etapas: congelamento, secagem primária e secagem 

secundária. O processo inicial de congelamento tem como finalidade imobilizar o 

produto a ser liofilizado, interrompendo ou diminuindo reações químicas/bioquímicas 

e interações físicas que possam ocorrer na formulação. O material previamente 

congelado é desidratado por sublimação de solvente em baixas temperaturas e 

vácuo (Figura 3). A secagem primária retira a água livre enquanto a secagem 
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3. OBJETIVO GERAL 

 

Desenvolvimento de processo e formulação liofilizada das enzimas Eco Asnase 

e Sac ASNase. 

3.1 Objetivos Específicos 

a) Produzir e Purificar ASNases recombinantes; 

b) Caracterizar fisico-quimicamente os excipientes e ASNases; 

c) Formular e liofilizar as ASNases; 

d) Caracterizar fisico-quimicamente e  potência das formulações de ASNase 

liofilizadas. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 Enzimas 

As enzimas utilizadas nesse projeto são: L-asparaginase II (Asp II) proveniente 

de Escherichia coli (Prospec, 225 U/mg) e L-asparaginase I (Asp I) de 

Sacharomicces cerevisae (proteína recombinada por pesquisadores do projeto 

temático para produção em E. coli C43(DE3), transformada com vetor PET28pp/mbp 

(Sac ASNase A) e E. coli DH5α, transformada com vetor PET15b (Sac ASNase B). 

 

4.1.1 Produção e purificação de Sac ASNase (Asp I) 

Uma colônia de E. coli transformada com o vetor de interesse e selecionada de 

acordo com resistência a carbenicilina foi transferida para um tubo de pré-inóculo, 

contendo meio de cultura LB líquido e antibiótico. A cultura foi mantida overnight  a 

 37°C e 180 rpm. Em seguida, o pré-inóculo foi transferido para um erlenmeyer 

contendo meio LB líquido e 50 µg/mL de carbenicilina. A cultura foi crescida a 37 °C 

sob agitação até atingir a OD600nm entre 0,6 e 1,0 U.A.; então foi adicionado 1 mM do 

indutor isopropil-β-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG), seguido de incubação por 3 

h/37ºC/180 rpm. O caldo cultivado foi centrifugado a 4.000 X g /20 min/4ºC e o 

sobrenadante descartado. O  pellet  foi pesado e ressuspendido em 

reagente Bugbuster (Merck-Millipore, 5mL/g de pellet) seguido de agitação 

em shaker por 20 min/180 rpm. A suspensão resultante foi centrifugada por 20 

min/9000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 µm (Merck-

Millipore) e seguiu para a cromatografia de afinidade por metal imobilizado em 

coluna de afinidade de níquel Hi-Trap de 5 mL (GE Healthcare).  

A coluna foi previamente lavada com 50 mL de água Mili-Q, carregada com 2,5 

mL de sulfato de níquel 0,1 M e lavada novamente com 50 mL de água Milli-Q. A 

coluna foi equilibrada com 50 mL de start buffer (20 mM tampão Tris-HCl ph 7,4, 300 

mM de NaCl, 50 mM de imidazol) e a amostra aplicada em seguida. A coluna foi 

novamente lavada, agora com 50 mL de wash buffer 1 (20 mM tampão Tris-HCl ph 

7,4, 300 mM de NaCl, 50 mM de imidazol) seguida de 50 mL de wash buffer 2 (20 

nM tampão Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de NaCl, 150 mM de imidazol) para retirar o 

excesso de proteínas ligadas de forma inespecífica na coluna. Por fim, a eluição foi 

realizada com elute buffer (20 mM tampão Tris-HCl pH 7,4, 300 mM de NaCl, 500 

mM de imidazol). A presença de proteína nas frações coletadas foi verificada por 
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reagente de Bradford (BioAgency) e a confirmação de purificação e integridade da 

proteína da interesse foram confirmadas por eletroforese com gel SDS-PAGE 14% 
46. A Proteína foi dessalinizada por cromatografia de exclusão molecular com a PD-

10 Dessalting Columns (GE Healthcare Life Sciences) seguindo o protocolo do 

fabricante. Por fim, a proteína foi concentrada por ultrafiltração em membrana 

usando o Amicon-Ultra 15 mL com corte de 10 kDa NMWL com membrana de 

celulose regenerada (Merck-Millipore). A quantificação de proteína foi obtida pela 

leitura a 280nm em espectrofotômetro (coeficiente de extinção molar ɛ= 25955 M-1cm-

1, obtido com a ferramenta de bioinformática ProtParam 27,47).  

Foi realizada etapa de clivagem da cauda de histidina + MBP utilizando a 

protease 3C na proporção 1:100, incubada por 16h/4ºC 48. Após incubação, a 

enzima passa por nova cromatografia em coluna de níquel e nova ultrafiltração para 

concentração. 

 

4.2 Estudo teórico das formulações de proteínas terapêuticas disponíveis 

no mercado 

Foi realizado um mapeamento de formulações comerciais de medicamentos 

biológicos aprovadas pelo FDA utilizando as databases Drugbank49 e RXlist50, 

relacionando função fisiológica, forma farmacêutica e vias de administração. Em 

seguida, foram descritos os excipientes de todas as formulações liofilizadas 

encontradas, classificando-os de acordo com sua função na formulação e faixa de 

concentração 

 

4.3 Screening de Formulações 

As formulações contendo L-asparaginase foram testadas de acordo com 

delineamento experimental de misturas com ponto central. Os parâmetros críticos de 

formulação estudados (inputs) foram o sistema tamponante e o agente 

lioprotetor/diluente. As melhores formulações foram escolhidas frente aos atributos 

(outputs) de: atividade enzimática; pH; perfil térmico; formação adequada de pastilha 

de liofilização e concentração/quantidade de excipientes. 
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4.4 Atividade Enzimática 

A atividade da enzima foi determinada através da detecção do produto 

enzimático amônio, baseado no método de Nessler 51. Para a curva padrão foram 

utilizados 3 padrões mais o branco: P1 (1,0 mL de tampão Tris-HCL  0,25 ml de 

Sulfato de Amônio (6mM) e 0,85 mL de Água Milli-Q), P2 (0,5mL de Sulfato de 

Amônio), P3 (1,0 mL de Sulfato de Amônio) e Branco (sem adição de Sulfato de 

Amônio); para as amostras foram feitas duas soluções teste (teste 1 e teste branco) 

com 1,0 mL de Tampão Tris-HcL, 0,1mL de Asparagina e 0,9 mL de ÁguaMilli-Q. As 

soluções foram ser incubadas à 37ºC por 5 minutos, sendo logo em seguida 

adicionados 0,1 mL de ASNase no teste 1. Os pontos foram em seguida submetidos 

à inversão e incubados novamente a 37ºC por 30 minutos. Uma solução de 0,1 mL 

de TCA (Ácido Tricloroacético) foi adicionado a todos os pontos e 0,1 mL de ASNase 

foi adicionada no teste branco. Em uma microplaca de 12 poços, foi adicionado 0,2 

mL de cada ponto com a adição de 0,5 mL o reagente de Nessler. A microplaca teve 

sua absorbância lida em 436 nm. 52. 

 

4.5 Proteínas Totais 

A determinação total de proteínas foi realizada por ensaio de BCA (Ácido 

bicinconínico). As amostras foram adicionadas do Reagente de BCA (Sigma-Aldrich) 

na proporção de 100 µL para 2000 µL de reagente e incubadas em 37ºC durante 

30 min. Uma curva padrão foi elaborada utilizando albumina bovina (Sigma 

Aldrich) na faixa de concentração de 30 à 0,5 μg/mL e branco; a leitura foi 

realizada em espectrofotômetro (562 nm). Devido a interferência de alguns 

excipientes no ensaio de BCA, o Método de Absorbância em 280 nm foi 

utilizado como alternativa53. 

 

4.6 Temperaturas de Colapso  

As temperaturas de colapso das amostras selecionadas foram determinadas 

através de um microscópio acoplado a um módulo de liofilização, Lyostat 2, modelo 

FDCS 196 (Linkam Instruments, Surrey, UK), equipado com sistema de 

congelamento por nitrogênio líquido (LNP94/2) e controlador de temperatura 

programável (TMS94, Linkam). A pressão foi monitorada através de uma válvula de 
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Pirani. O equipamento foi calibrado com solução aquosa de NaCl (temperatura 

eutética de –21,1°C). A observação direta do congelamento e liofilização foi feita por 

microscópio de luz polarizada Nikon, modelo Elipse E600 (Nikon, Japão), e em 

rampas de aquecimento-resfriamento de 5°C/min. Os dados foram analisados pelo 

software Linksys 32. 

 

4.7 Temperaturas de Transição Vítrea/Cristalização 

A análise térmica foi realizada por DSC (Differential Scanning Calorimetry, 

Calorímetro Exploratório Diferencial, Perkin Elmer 4000) com sistema de 

refrigeração por nitrogênio líquido. Cada amostra foi analisada em cadinho de 

alumínio (5 mg), com uma rampa inicial de resfriamento a 5ºC/min de 25ºC até -70ºC 

e posterior aquecimento a 5ºC/min até 25ºC. Um cadinho de alumínio vazio foi 

usado como referência do equipamento. Os dados serão analisados pelo software 

Pyris (Perkin Elmer) para determinação das transições térmicas. 

 

4.8 Liofilização 

As formulações adicionadas com seus respectivos lioprotetores foram 

liofilizadas em placas estéreis de polipropileno de 96 poços, com capacidade de 300 

ul por poço. O processo foi realizado no liofilizador Lyostar 3 (SP scientific), que 

contém prateleiras com controle computacional de pressão, rampas de temperatura 

e fechamento automático de frascos. As amostras foram formuladas de acordo com 

os resultados do screening e submetidas a liofilização, de acordo com os parâmetros 

indicados no perfil térmico. 

4.9 Umidade residual e dos pós liofilizados 

A umidade residual das amostras liofilizadas foi determinada por Aaálise 

termogravimétrica (TGA). A perda de massa das amostras foi medida durante uma 

rampa de aquecimento de 5ºC/min de 25ºC à 400ºC conforme já previamente 

descrito para a determinação de umidade residual em pós liofilizados54 

 

4.10 Caracterização Estrutural das Proteínas 

A Caracterização Estrutural das Proteínas foi realizada por Dicroísmo Circular. 

Os espectros de CD na região do UV distante (190-260 nm) foram medidos em um 
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espectropolarímetro JASCO J – 715 (JASCO) equipado com o módulo Peltier para o 

controle de temperatura disponível no IQ/UNICAMP, utilizando uma cubeta de 

quartzo de 1 mm de caminho óptico. Cada espectro obtido foi o resultado de 4 à 8 

acumulações medidas a 25 °C. Os resultados foram expressos em millidegrees 

(mdeg). 

 

4.11 Métodos estatísticos e análise de dados 

Testes estatísticos foram utilizados para testar a normalidade das distribuições 

(Anderson-Darling), verificar as diferenças entre as médias das amostras de 

distribuição normal (ANOVA, teste T) ou para testar a linearidade dos dados 

(regressão linear). O delineamento experimental seguiu o planejamento de misturas, 

de acordo com o número de níveis e variáveis. Os testes estatísticos, o 

delineamento experimental e análise combinatória das respostas foi realizado no 

software Design Expert, versão 10. 
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

5.1 Estudo teórico das formulações de proteínas terapêuticas comerciais 

De acordo com pesquisa feita do Drugbank (atualizada em outubro de 2016), 

96% das formulações proteicas comerciais são administradas por vias parenterais, 

que correspondem as vias intravenosa, subcutânea, intramuscular e intraocular. As 

demais 4% correspondem as vias tópica, intranasal, respiratória, oftálmica e oral. 

Dentre todas as formulações estudadas, 34% delas são apresentadas como pós 

liofilizados. Como descrito na metodologia, apenas medicamentos aprovados pelo 

FDA foram levados em consideração. A partir de cada formulação compilada, foi 

montada a tabela de excipientes (Tabela 2) mais frequentes em formulações 

comerciais liofilizadas.   

 

Tabela 2 - Excipientes mais frequentes em medicamentos proteicos liofilizados 

Excipientes N.F. Fr. (%) F.C. (mg/mL) Função 

Manitol 29 40,3 2,00 - 50,00 Diluente/Lioprotetor 
Sacarose 25 34,7 4,00 - 160,00 Diluente/Lioprotetor 

Polissorbato 80 22 30,6 0,044 - 0,80 Tensoativo 

Sódio Fosfato Dibásico 16 22,2 0,04 - 13,45 Tamponante 

Sódio Fosfato Monobásico 15 20,8 0,129 - 3,45 Tamponante 

Cloreto de Sódio 13 18,1 0,25 - 7,00 Agente de Tonicidade 

Histidina 13 18,1 0,77 - 10,00 Tamponante 

Citrato de Sódio 10 13,9 1,40 - 4,00 Tamponante 

Polissorbato 20 9 12,5 0,04 - 0,86 Tensoativo 

     

N.F. = Número de Formulações; Fr. = Frequência; F.C. = Faixa de Concentração. Total = 72 
formulações. Os excipientes abaixo de 10% de frequência não foram tabelados. 
 

O excipiente mais usado é o manitol, presente em 40% das formulações, 

incluindo uma apresentação de Eco ASNase. Esse poliol tem função lioprotetora, 

diluente e de agente de tonicidade. Apesar de muito utilizado, pode apresentar 

problemas na liofilização em função de suas formas polimórficas55. 

Em segundo lugar, a sacarose está presente em 35% das formulações; esse 

dissacarídeo também se encontra em uma apresentação de Eco ASNase que só foi 

aprovada na Europa, portanto não consta na lista do FDA. A sacarose tem função 

lioprotetora e é agente de tonicidade, formando matriz amorfa no congelamento do 

produto31,55. 
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Os sais de fosfato são os mais utilizados como sistema tampão, com ampla 

faixa de concentração. No entanto, podem apresentar cristalização seletiva 

dependendo da formulação e processo de produção, além de diminuir a temperatura 

de colapso da amostra em altas concentrações56. Apenas a ASNase peglada em 

solução é formulada nesse tampão. 

Os tensoativos mais indicados ao uso parenteral são os não iônicos, assim 

como os polissorbatos, que foram os mais frequentes nas formulações. Os 

surfactantes dessa classe previnem agregação por estabilização estérica e não 

apresentam toxicidade nas concentrações utilizadas 57. No entanto, não foram 

utilizados para nenhuma formulação de asparaginase comercial. 

O cloreto de sódio, agente de tonicidade mais frequente, evita danos teciduais 

na aplicação parenteral e estabiliza cargas elétricas nas estruturas proteicas, 

prevenindo a agregação 32. Entre as ASNases, apenas a Erwinase utiliza esse 

excipiente. 

 

5.2 Produção Purificação de ASNases Recombinantes 

5.2.1 Sac ASNase A 

Após fermentação, lise celular e captura proteica, como descrito na 

metodologia, a proteína foi purificada em coluna de níquel. Foram coletadas 15 

frações de 1mL cada e analisadas por eletroforese. As frações 5 a 11 apresentaram 

banda única, de peso respectivo ao do monômero da enzima ligada a proteína 

ligante de maltose (MBP, 84,16 kDa). Essas frações foram então misturadas, 

concentradas, dessalinizadas e as caudas de histidina + MPB foram clivadas. Após 

nova purificação, foi obtida solução de 500 µL à 0,85 mg/mL, com atividade 

específica de 10,08 UI/mg. A proteína final purificada foi então analisada por 

eletroforese, que apresentou banda única respectiva ao peso molecular do 

monômero da enzima (41,4 kDa). As bandas da enzima após purificação podem ser 

vistas na Imagem 5. 
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Figura 5 – Gel de eletroforese de Sac ASNase A após purificação por coluna de níquel. 
A - Banda de ASNase com a cauda de histidina + MPB B -  Banda de ASNase pós clivagem da cauda 
de histidina + MPB 

 

A atividade específica da enzima foi considerada insuficiente, em comparação 

a versão comercial da Eco ASNase, que possui uma atividade de 255,00 UI/mg 58, 

inviabilizando os estudos de liofilização 56. Como o grupo de prospecção de 

ASNases pertencente ao temático não disponibilizou outra ASNase com potencial 

aplicação clínica, os estudos seguintes foram realizados com Asp II proveniente de 

Escherichia coli da empresa Prospec foi utilizada na continuidade dos estudos. 

 

5.3 Caracterização Físico-Química dos Excipientes 

A seleção inicial de lioprotetores foi baseada nas formulações comerciais, 

descritos no item 5.1 e em formulações proteicas experimentais. 

5.3.1 Temperatura de colapso  

Os excipientes escolhidos foram analisados por Microscopia de Liofilização, e 

caracterizados em relação a temperatura de colapso (Tc) e microcolapso (Tabela 3).  
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Tabela 3 – Comparação das Temperaturas de Colapso dos Excipientes (Microscopia de Liofilização) 

Excipiente Classificação Microcolapso Análise Tc Tc referência 

Frutose Açúcar -42,5ºC -40,5ºC -40,0ºC59 

Glicose Açúcar -42,3ºC -41,1ºC -40,0ºC/-41,5ºC/-43,0ºC59 

Lactose Açúcar -34,5ºC -32,9ºC -31,0ºC60 

Manose Açúcar -43,1ºC -40,2ºC ----------- 

Maltose Açúcar -27,6ºC -25,1ºC ----------- 

Sacarose Açúcar -32,7ºC -30,2ºC -32ºC/-34,0ºC61 

Trealose Açúcar -25,9ºC -24,3ºC -29,5º/-34,0ºC60 

Alanina Aminoácido -4,4ºC -2,3ºC ----------- 

Arginina Aminoácido -32,1ºC -29,6ºC ----------- 

Glicina Aminoácido -15,2ºC -12,7ºC ----------- 

Histidina Aminoácido -39,3ºC -37,1ºC ----------- 

Lisina Aminoácido -51,4ºC -48,5ºC ----------- 

Prolina Aminoácido Não liofilizou < -60ºC ----------- 

PEG 400 Polímero Não liofilizou < -60ºC ----------- 

PEG 8000 Polímero -18,2ºC -15,8ºC -16,5ºC62 

Manitol Poliol Indeterminado Indeterminado -1,4ºC30 

Sorbitol Poliol -44,9ºC -43,6ºC -45,0ºC30 

Xilitol Poliol -48,7ºC -47,1ºC ----------- 

Microcolapso: início do colapso da matriz liofilizada, Tc: Temperatura de Colapso da matriz liofilizada. 

Resultados em vermelho: excipientes com Tc abaixo da temperatura mínima desejada (-40ºC). 

Amostras analisadas em concentração de 1,0% w/v. 

 

A Tc é parâmetro crítico de produto em formulações liofilizadas, já que a 

secagem primária acima dessa temperatura pode fluidizar a matriz porosa, o que 

causa o “colapso” ou a perda da estrutura da pastilha liofilizada. O colapso pode 

indicar perda de atividade biológica da proteína e diminuição da estabilidade na 

estocagem. A liofilização de um produto abaixo de -40,0ºC geralmente não é viável 

industrialmente, por limitação do liofilizador em relação a velocidade de secagem e 

gasto energético 33,56. Por esses motivos, a Tc foi o primeiro parâmetro crítico 

determinado para screening dos potenciais lioprotetores, sendo excluídos os que 

apresentarem valores abaixo de -40 ºC. 

Os resultados obtidos experimentalmente estão próximos aos encontrados 

nas referências bibliográficas, sendo a variação aceitável, já que os excipientes são 

de marcas diferentes e podem apresentar impurezas diferentes. A exceção foi a 

trealose, que apresentou uma diferença de 5,0º/10,0ºC.  
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Dos açúcares estudados, maltose (-25,1ºC) e trealose (-24,3ºC) obtiveram as 

maiores temperaturas de colapso seguidos da lactose e sacarose; já a frutose, 

glicose e manose apresentaram uma TC inferior a -40,0ºC, sendo descartados para 

futura formulação com ASNases. Dentre os aminoácidos, a alanina (-2,3ºC), a 

arginina (-29,6ºC) e a glicina (-12,7ºC) apresentaram as maiores Tcs. A lisina, a 

prolina e a histidina foram descartados por baixa Tc. O polímero polietilenoglicol 

(PEG) foi estudado em baixo e alto peso molecular, mas somente o segundo, de 

8000 kDa (-15,8ºC) apresentou uma Tc adequada. Entre os polióis, todos 

colapsaram abaixo de -40ºC, exceto o manitol, que não colapsou até a secagem 

total da gota, o que significa que seu colapso é próximo de zero graus, como consta 

em literatura referenciada na tabela. Do nosso conhecimento, esse é o primeiro 

trabalho que determina o perfil térmico de todos os lioprotetores descritos na 

literatura para proteínas. 

5.3.2 Interferência dos excipientes no ensaio de atividade enzimática 

Foram testadas as possíveis interferências dos excipientes escolhidos nos 

testes de atividade enzimática pelo método de Nessler 51 (Tabela 4): 
 

Tabela 4 - Interferência dos Excipientes analisados em diferentes concentrações pelo Método de 

Nessler 

Excipiente Classificação Atividade 0,5% (U/mL) Atividade 1,0% (U/mL) 

Trealose Açúcar 0,01 0,02 

Sacarose Açúcar -0,04 -0,04 

Lactose Açúcar -0,24 -0,23 

Manose Açúcar -0,23 -0,24 

Frutose Açúcar -0,04 -0,05 

Glicose Açúcar -0,24 -0,23 

Maltose Açúcar -0,06 -0,05 

Glicina Aminoácido 0,01 0,01 

Arginina Aminoácido -0,05 -0,05 

Histidina Aminoácido -0,05 -0,05 

Alanina Aminoácido -0,04 -0,04 

Lisina Aminoácido -0,04 -0,05 

Prolina Aminoácido -0,06 -0,06 

PEG 400 Polímero 0,02 0,01 

PEG 8000 Polímero 0,08 0,24 

Manitol Poliól 0,01 0,02 

Sorbitol Poliól -0,06 -0,06 

Xilitol Poliól -0,05 -0,05 

*Curva padrão de 0,5-4 Unidades/mL (U/mL) 
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Dos excipientes analisados, apenas o PEG 8000 (0,077 U/mL em 0,5% e 

0,240 U/mL em 1,0%) apresentou interferência significativa, dado esse de acordo 

com estudos anteriores 63, sendo excluído do estudo com asparaginase. 

 

5.3.3 Interferências dos excipientes nos ensaios de quantificação proteica 

A interferência dos excipientes foi testada nos ensaios de BCA 64 e 

absorbância a 280 nm 65, utilizados para determinar a concentração de 

enzima/proteína nas amostras (Tabela 5). O Ensaio de BCA foi realizado com os 

excipientes nas concentrações de 1,0% à 0,1% baseado na necessidade de diluição 

das formulações de ASNase para ensaios futuros. O ensaio apresentou interferência 

em todas as classes de lioprotetores, com destaque aos açúcares, onde 5 de 7 

apresentaram alta interferência. Tal fato pode ser explicado devido a parcial redução 

do cobre II utilizado como reagente no ensaio por açúcares em geral, gerando um 

falso positivo 66. Os demais interferentes em potencial são aquelas substâncias que 

reagem com os íons cobre (reações de óxido-redução, formação de complexos, 

precipitação) 67. Dos 18 excipientes analisados, 14 apresentaram interferência pelo 

ensaio de BCA.  
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Tabela 5 - Interferência dos excipientes em diferentes concentrações nos métodos de dosagem de 
proteínas totais por BCA e absorbância em 280 nm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Amostras diluídas em água na ausência de proteínas. BCA - curva padrão de 5 µg/mL à 30 µg/mL de 

albumina; Na Absorbância 280 nm (Abs. 280 nm) de 0,125 mg/mL à 1 mg/mL de albumina. Em 

amarelo: interferência moderada dentro da curva padrão do ensaio; Em Vermelho: interferência alta, 

extrapolando a curva padrão do ensaio; XXX = Overflow (resultado acima do nível de detecção do 

aparelho; OOO = Solubilidade da amostra abaixo da concentração especificada, portanto não 

testado. 

 

Sendo assim, foi proposto o doseamento por absorbância em 280 nm como 

alternativa. Este método é rápido e não destrutivo, mas está sujeito a interferência 

de qualquer substância que apresente uma banda de absorção na região de leitura, 

fato que limita a utilização da metodologia apenas em proteínas altamente 

purificadas 67. Apenas 7 excipientes interferiram no teste, com 6 destes interferindo 

apenas na concentração mais alta testada (5%). A lisina e frutose também 

apresentam interferência em ambos os testes proteicos e, portanto, foi descartada 

deste estudo.  

 

  BCA (µg/mL) Abs. 280 nm (mg/ml) 

Excipiente Classificação 1,00% 0,50% 0,10% 5,00% 1,00% 0,50% 

Trealose Açúcar 12,46 7,669 2,514 0,034 0,024 0,023 

Sacarose Açúcar 7,529 4,926 2,175 0,043 0,027 0,034 

Lactose Açúcar > 30 > 30 > 30 0,154 0,043 0,03 

Manose Açúcar XXX XXX 21,27 0,192 0,057 0,039 

Frutose Açúcar > 30 > 30 > 30 > 1,000 0,042 0,029 

Glicose Açúcar XXX XXX > 30 0,028 0,023 0,022 

Maltose Açúcar > 30 > 30 > 30 > 1,000 0,057 0,039 

Glicina Aminoácido 2,706 2,629 4,852 0,038 0,025 0,025 

Arginina Aminoácido 11,197 9,618 4,825 0,128 0,055 0,036 

Histidina Aminoácido 6,925 4,353 6,628 OOO 0,093 0,058 

Alanina Aminoácido 2,612 2,448 3,35 0,209 0,062 0,044 

Lisina Aminoácido > 30 26,574 13,541 > 1,000 0,903 0,439 

Prolina Aminoácido 3,65 3,705 3,404 0,056 0,02 0,019 

PEG 400 Polímero 6,519 5,863 2,803 0,016 0,011 0,013 

PEG 8000 Polímero 2,503 2,257 2,093 0,058 0,032 0,029 

Manitol Poliol 5,39 4,983 2,366 0,069 0,033 0,027 

Sorbitol Poliol 6,317 6,737 2,695 0,619 0,028 0,032 

Xilitol Poliol 4,97 6,766 2,844 0,022 0,02 0,035 
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5.3.4 pH dos excipientes em solução 

Visando uma melhor atividade enzimática (pH ótimo para a atividade da Eco 

ASNase entre 7,0 e 8,0 68) e uma aplicação da formulação por via endovenosa (pH 

ideal próximo ao sanguíneo de 7,4, porém tolerável entre 5,0 e 9,0 69) os excipientes 

tiveram seu pH determinado nas concentrações de 3,0% e 5,0%. 

 

Tabela 6 - pH dos excipientes em solução aquosa 

Lioprotetor Classificação pH 5% pH 3% 

Glicose Açúcar 6,9 6,47 

Lactose Açúcar 6,43 6,47 

Maltose Açúcar 6,75 6,43 

Sacarose Açúcar 6,23 6,87 

Trealose Açúcar 6,78 6,82 

Alanina Aminoácido 6,25 6,29 

Arginina Aminoácido 11,3 11,1 

Glicina Aminoácido 6,22 6,27 

Manitol Poliálcool 6,5 6,71 

Água MiliQ Padrão 7,7   
 

O único excipiente fora da faixa entre 5,0 e 9,0 foi a arginina entre 11,1 e 

11,3. A utilização de tampões poderia remediar o pH da formulação contendo 

arginina para o aceitável dentro da faixa pré-estabelecida, porém a ausência de 

tampões nas formulações comerciais (conforme levantado no Estudo Teórico de 

formulações de Proteínas Terapêuticas Disponíveis no Mercado) e devido ao 

diminuição da Temperatura de Colapso das formulações utilizando tampões como o 

Tris e o PBS 56.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

35 

 

5.3.5 Resultados do screening inicial 

Por fim, os excipientes foram escolhidos conforme os resultados dos testes 

apresentados anteriormente, compilados na Tabela 7. 

 

Tabela 7 - Seleção final dos excipientes conforme os resultados prévios 

Excipiente Classificação Situação 

Frutose Açúcar Tc baixa, interferência na Dosagem de Proteínas Totais 

Glicose Açúcar Tc baixa 

Lactose Açúcar OK 

Maltose Açúcar Interferência na Dosagem de Proteínas Totais 

Manose Açúcar Tc baixa 

Sacarose Açúcar OK 

Trealose Açúcar OK 

Alanina Aminoácido Ok 

Arginina Aminoácido pH incompatível 

Glicina Aminoácido OK 

Histidina Aminoácido Tc baixa 

Lisina Aminoácido Tc baixa, interferência na Dosagem de Proteínas Totais 

Prolina Aminoácido Tc baixa 

PEG 400 Polímero Tc baixa 

PEG 8000 Polímero Interferência na Atividade Enzimática 

Manitol Poliól OK 

Sorbitol Poliól Tc baixa 

Xilitol Poliól Tc baixa 

Tc = Temperatura de Colapso 

Os candidatos ao planejamento experimental de acordo com a tabela, são a 

sacarose, trealose, alanina, glicina, manitol e lactose. No entanto, para um 

planejamento de misturas compatível com a quantidade de asparaginase disponível 

(até 30 combinações), o máximo de excipientes são 5. A lactose foi então o 

excipiente descartado por ser o único açúcar redutor do grupo, o que torna possível 

sua reação com proteínas durante o armazenamento, pela reação de Maillard70,71. 
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5.4. Interação excipiente-ASNase 

5.4.1. Temperaturas Críticas de ASNase combinada a excipientes  

A formulação comercial de Eco ASNase foi ressuspendida em, 7,5 mL, 

resultando em uma solução de 333,33 UI/mL. Em seguida, foi adicionada solução 

estoque de 6% de cada excipiente, resultando em formulações de 166,67 UI/mL e 

3% de excipiente entre os previamente escolhidos (trealose, manitol, sacarose, 

glicina e alanina). ASNase ressuspendida em água foi preparada como branco. 

Primeiramente, foi definida a Tc das amostras conforme a Figura 6. As formulações 

com excipientes apresentaram uma Tc superior a -40,0ºC, enquanto a formulação de 

ASNase pura apresentou uma Tc inferior de -57,2ºC, devido ao tampão usado pela 

empresa. Em seguida, as Temperaturas Eutéticas (Te) e/ou de Transição Vítrea 

(Tg’) foram determinadas por DSC conforme a Figura 7 e 8.  
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Figura 6 – Imagens do colapso das formulações de Eco ASNase por Microscopia de Liofilização. 

A) Alanina 3%; B) Sacarose 3%; C) Glicina 3%; D) Manitol 3%;                         E) 
Trealose 3%; F) ASNase Pura. 
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Figura 7 – Temperatura Eutética/de Transição vítrea das Formulações de ASNase por DSC (1). A) 
Sacarose 3%; B) Manitol 3%; C) ASNase Pura. Os espectros foram obtidos com rampa de 5°C/min, 
na faixa de -70ºC até 25ºC. 
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Figura 8 – Temperatura eutética/de transição vítrea das formulações de ASNase por DSC (2). D) 
Alanina 3%; E) Glicina 3%; F) Trealose 3%. Os espectros foram obtidos com rampa de 5°C/min, na 
faixa de -70ºC até 25ºC. 
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A Formulação contendo Alanina apresentou um ligeiro pico em -11,8ºC, no 

entanto, a mesma apresenta uma baixa TC (-1,5ºC) que pode ter sido mascarada 

devido ao pico de água presente (-5ºC à 10ºC).  

As Ts/Tg’s das formulações de ASNase, juntamente com suas Tcs, Tcs de 

excipientes puros e referências da bibliografia, estão apresentadas na Tabela 8. 

Entre as formulações testadas, apenas a alanina (explicado acima) e o manitol 

apresentaram temperaturas diferentes no DSC, quando comparado a microscopia 

de liofilização. Tal fato pode ser explicado devido a presença de polimorfos 

encontrados no manitol72. Referente as Tcs das Formulações de ASNase com a Tcs 

dos excipientes puros, em média houve uma variação de 6ºC, com exceção da 

Trealose que apresentou uma variação de 11,9ºC. 

 

Tabela 8 - Comparação entre temperaturas de colapso (Tc), temperaturas eutéticas/de transição 
vítrea (Te/Tg') experimentais com as temperaturas de referência na bibliografia (Ref)  

Excipiente 
Tc Excip. 1 

(ºC) 
Tc ASNase  

(ºC) 
Tc Ref (ºC) 

Te/Tg' ASNase 
(ºC) 

Te/Tg' Ref (ºC) 

Trealose -24,3 -36,4 -29,5/-34,056 -32,4 -27,06 

Manitol Ñ Colapsou -1,6 -1,43 -22,7 -35,0/-28,030 

Sacarose -30,2 -36,7 -32,0/-34,061 -34,6 -32/-3557 

Glicina -12,7 -5 ------------ -5 -2,8/-3,669 

Alanina -2,3 -1,5 ------------ -11,8 ------------ 

Excip: Excipientes diluídos em água; ASNase: formulações de ASNase com excipientes; Ref: valor 

encontrado na bibliografia.  

 

Com base em tais resultados a Microscopia de Liofilização foi escolhida como 

método para dar sequência nos estudos de pré-formulação, enquanto o DSC foi 

utilizado posteriormente para a determinação do perfil térmico do material liofilizado 

(Tg). 

 

5.5 Delineamento Experimental – planejamento de misturas 

Visando compreender as possíveis interações entre a mistura de diferentes 

excipientes na formulação de ASNases, um Delineamento Experimental de Misturas 

foi realizado utilizando o programa Design Expert, ferramenta Design Wizard. O 

design proposto com 5 excipientes selecionados e massa total de 3% em cada 

formulação resultou em 26 amostras diferentes, incluindo cinco duplicatas para 

cálculo do erro puro. Foi adicionado ao planejamento uma triplicata do ponto central 

para avaliar a curvatura da superfície de resposta, no caso de os dados coletados 
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serem compatíveis com um modelo matemático significativo, sem falta de ajuste. 

Além dos pontos do delineamento, a asparaginase pura também foi analisada, 

perfazendo 29 formulações conforme a Tabela 9. As amostras foram aleatorizadas 

para evitar tendências e interferências de fatores externos. 

 

Tabela 9 - Delineamento experimental de misturas de ASNases acrescidas de excipientes 

Amostra 
Quantidade 
excipientes 

Trealose (%) Manitol (%) Sacarose (%) Glicina (%) Alanina (%) 

1a 2 1,5 0 1,5 0 0 

2 b 2 0 1,5 0 1,5 0 

3 2 0 1,5 0 0 1,5 

4 c 2 0 0 1,5 1,5 0 

5 5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

6 5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

7 5 0,3 0,3 0,3 0,3 1,8 

8 1 0 0 0 0 3 

9 5 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

10 c 2 0 0 1,5 1,5 0 

11 2 0 1,5 1,5 0 0 

12 5 0,3 0,3 0,3 1,8 0,3 

13 2 1,5 1,5 0 0 0 

14 1 0 0 0 3 0 

15 b 2 0 1,5 0 1,5 0 

16 5 1,8 0,3 0,3 0,3 0,3 

17 a 2 1,5 0 1,5 0 0 

18 1 3 0 0 0 0 

19 5 0,3 0,3 1,8 0,3 0,3 

20 2 0 0 1,5 0 1,5 

21 2 1,5 0 0 0 1,5 

22 1 0 0 3 0 0 

23 5 0,3 1,8 0,3 0,3 0,3 

24 d 2 1,5 0 0 1,5 0 

25 d 2 1,5 0 0 1,5 0 

26 e 2 0 0 0 1,5 1,5 

27 1 0 3 0 0 0 

28 e 2 0 0 0 1,5 1,5 

29 0 0 0 0 0 0 
Azul: amostras do ponto central. Verde: amostras dos excipientes individuais. Pares de letras 
subscritas: duplicatas. 

 

 

 

 

5.5.1 Temperaturas de Colapso das Misturas 

As misturas tiveram sua Tcs analisadas conforme a Tabela 10. 
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Tabela 10 - Temperatura de colapso das misturas de ASNase 
Amostra Tc (ºC) Amostra Tc (ºC) 

1ª -33 16 -50 

2b -56 17ª -34 

3 -55 18 -36 

4c -53 19 -46 

5 -55 20 -51 

6 -52 21 -48 

7 XX 22 -37 

8 -2 23 -53 

9 -51 24d -56 

10c -57 25d -55 

11 -46 26e -54 

12 -53 27 -1 

13 -43 28e -58 

14 -5 29 -57 

15b -56   

Em vermelho: misturas com a Tc inferior a -40ºC. Azul: amostras do ponto central. Pares de letras 
subscritas: duplicatas. A amostra 7 foi desprezada e não determinada. 

 

Das amostras analisadas, apenas as que continham um excipiente (8, 14, 18, 

22 e 27) e combinações de trealose+sacarose (1 e 17) apresentaram uma Tc 

superior a -40ºC. Surpreendentemente, todas as amostras que continham manitol, 

que tem Tc alta (-1ºC), combinado a outro excipiente, apresentaram Tc muito inferior 

ao poliol individualmente. A análise de dados pelo software indicou que Manitol é o 

excipiente que mais interfere nos dados de Tc, sendo o valor de Tc do manitol puro 

considerado um outlier (resíduo maior que 2 vezes o desvio padrão), retirado do 

modelo. O modelo quadrático também não foi significativo com o ponto central, que 

foi retirado, o que significa que não é recomendado para predizer valores, apenas 

para avaliar tendências. O modelo quadrático (Scheffe) final que se adequou as 

respostas foi significativo, sem falta de ajuste, como mostra a tabela de ANOVA 

(Tabela 11). No entanto, como esperado, as amostras com manitol apresentaram 

valores preditos significativamente diferentes do real (valor previsto de Tc   manitol = 

-40). 
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^1 Interferência para misturas lineares utilizando soma quadrática Tipo 1. 
O Valor de F Modelo de 70.00 implica que o modelo é significativo. Há apenas 
0,01% de chance que um Valor de F de tal magnitude seja devido a ruído. Valor de 
Probabilidade > F menor que 0.0500 indica que os termos do modelo são 
significativos. Neste caso, A, B, C, AD, AE, BD, BE, CD, DE são termos do modelo 
significativos. Valores maiores que 0,1000 indicam que que os termos do modelo 
não são significativos. O Valor de F da Falta de Ajuste de 0,59 implica que a Falta de 
Ajuste não é significativa relativo ao erro puro.  
A: Trealose, B: Manitol, C: Sacarose, D: Glicina, E: Alanina 
 
 

Sendo assim, a predição das misturas foi analisada para todos os excipientes, 

exceto manitol. O gráfico de contorno da Figura 9 mostra o primeiro sistema: os dois 

dissacarídeos frente a um aminoácido (no caso glicina). A combinação dos 

dissacarídeos não tem efeito significativo na Tc (aresta da direita), porém a 

combinação de um aminoácido com cada dissacarídeo tem efeito antagônico (aresta 

da esquerda e da base, ponto 2 = 1,5% de cada componente da aresta; alanina com 

mesmo perfil da glicina, gráfico não mostrado).   

Soma Média F valor-p

Fonte Quadrática df Quadrática Valor Prob > F

Modelo 4796.47 12 399.71 70.00 < 0.0001 significante
1  Mistura 

Linear
650.03 4 162.51 28.46 < 0.0001

AB 1.66 1 1.66 0.29 0.6024

AD 1362.79 1 1362.79 238.66 < 0.0001

AE 610.15 1 610.15 106.85 < 0.0001

BC 4.55 1 4.55 0.80 0.3955

BD 92.97 1 92.97 16.28 0.0030

BE 64.35 1 64.35 11.27 0.0084

CD 1282.98 1 1282.98 224.68 < 0.0001

DE 2770.34 1 2770.34 485.16 < 0.0001

Residual 51.39 9 5.71

Falta de 
Ajuste

16.39 4 4.10 0.59 0.6880
não 

significante
Erro Puro 35.00 5 7.00

Cor Total 4847.86 21

ANOVA para Modelo de Misturas Quadrático Reduzido 

*** Código dos Componentes da Mistura é Real. ***

Análise de Tabela de Variancia [Soma Quadrática Parcial - Tipo III]

Tabela 11 - Tabela ANOVA para modelo de misturas quadráticos (misturas de ASNase)  
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Figura 9 - Gráfico de Contorno do Modelo de Misturas Trealose/Glicina/Sacarose 
 

O gráfico de contorno da Figura 10 mostra o segundo sistema: os dois 

aminoácidos frente a um dissacarídeo (no caso trealose). A combinação dos 

aminoácidos tem efeito antagônico na tc (aresta da direita), assim como cada 

aminoácido em combinação com um dissacarídeo (aresta da esquerda e da base). 

Não foi detectado efeito sinérgico em nenhuma mistura dos excipientes.  
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Figura 10 - Gráfico de Contorno de Modelo de Misturas Glicina/Alanina/Trealose 

 

Esses dados evidenciam que a combinação de 3 desses excipientes 

apresentará TC muito baixa (área azul, menor que 50°C nos dois gráficos acima), 

mesmo com concentrações diferentes de cada um. Combinações de dois 

componentes também terão efeito negativo ou inerte (no caso da mistura de 

dissacarídeos). 

 

5.5.2 Análise Estrutural das Amostras 

Os espectros de Dicroísmo Circular (CD) da Formulação de ASNase pura 

(amostra 29) indicaram a presença de uma mistura entre as estruturas secundárias 

α-hélices e folhas-β, pois os picos negativos em 222 e 208 nm, característicos de α-

hélices não estão tão bem definidos (Figura 11).  A porção positiva entre 200 e 190 

nm não foi observada, uma vez que os dados foram cortados em 207 nm, pois o 

sinal ultrapassou o limite de detecção do equipamento. A presença da mistura de 

dois tipos de estrutura secundária já era esperada, pois a estrutura cristalográfica da 

ASNase de E. coli (código PDB: 3ECA) demostrou que a enzima é constituída por 8 
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α-hélices e 14 folhas-β, pertencendo à classe alpha/beta fold e possui uma topologia 

do tipo Rossmann (βαβ)72,73.  

 

Figura 11 - Espectro de dicroísmo circular (CD) da formulação de ASNase pura 
 

Os excipientes testados não alteraram a configuração da estrutura secundária 

da ASNase (Figura 12). Entretanto, o espectro de CD das Misturas com alanina 

apresentou curvas atípicas que inclusive superaram o limite de detecção do 

equipamento de 200 mdegs. Tal interferência poderia ser atribuída a quiralidade da 

alanina74 ou pela presença de contaminantes no excipiente. O espectro de CD de 

Alanina pura de diferentes fornecedores também foi analisado, porém as curvas 

atípicas se mantém (Figura 13). 
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Figura 12 – Espectro de dicroísmo circular (CD) das formulações de ASNase contendo todos os 
excipientes com exceção da alanina. 
 

 
 
Figura 13 - Espectro de dicroísmo circular (CD) de Formulações de Alanina 
ASNase + Alanina: Formulação de 3% de alanina utilizada nos testes anteriores.  
Ala Vetec: L-Alanina proveniente da empresa Vetec Química 
Ala Sigma: L-Alanina proveniente da empresa Sigma-Aldrich 
 

As demais amostras sem alanina apresentaram o mesmo perfil que a de 

ASNase pura (Figura 14). Dessa forma, é possível afirmar que a adição desses 

excipientes não provocou mudança na estrutura secundária das proteínas até 24 

horas pós adição. 
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Figura 14 - Espectro de dicroísmo circular das demais misturas de ASNase sem alanina. 
 

 

 

5.6 Liofilização das Misturas 

  

5.5.1 Parâmetros de Liofilização em função do delineamento 

Como algumas amostras do delineamento apresentaram baixa Tc, o 

congelamento das 29 amostras (150 uL por amostra, placa de 96 pocos) foi feito no 

liofilizador a -50ºC (prateleiras pré-resfriadas, 120 minutos) seguido de um ciclo de 

secagem conservador: -50ºC/100 mTorr por 360 minutos; aquecimento de 0,5ºC/min 

- hold time 120 min a cada acréscimo de 5ºC, ponto final a 0ºC. Terminado o 

processo, as amostras foram retiradas e armazenadas em freezer convencional na 

temperatura de -4ºC. 

 

5.5.2 Caracterização Visual e Tempo de Ressuspensão do Material Liofilizado  

As amostras foram caracterizadas visualmente conforme a integridade do 

liofilizado (Figura 15) e tempo de ressuspensão, sendo os resultados tabelados em 

conjunto com as Tcs previamente medidas (Tabela 12). 
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Tabela 12 - Caracterização visual, tempo de ressuspensão, temperatura de colapso e atividade 

enzimática das misturas de ASNase liofilizadas 

Amostra Visual Ressuspensão 
(Min:seg) 

Tc (ºC) Atividade 
Enz.* (%) 

 

1ª Encolhimento 00:05 -33 114,89  

2b Ok 00:49 -56 61,25  

3 Ok 00:40 -55 57,52  

4c Encolhimento >1:30 -53 52,49  

5 Encolhimento 01:01 -55 112,48  

6 Encolhimento 00:55 -52 113,36  

7 Ok 01:15 XX 107,01  

8 Ok >1:30 -2 54,02  

9 Encolhimento 01:00 -51 100,22  

10c Borbulhou 00:35 -57 99,34  

11 Ok 00:29 -46 103,72  

12 Ok 00:25 -53 67,38  

13 Ok 00:09 -43 87,74  

14 Ok 00:40 -5 62,34  

15b Ok 01:08 -56 78,98  

16 Encolhimento 00:45 -50 79,42  

17ª Encolhimento 00:20 -34 106,79  

18 Ok >1:30 -36 147,24  

19 Encolhimento 00:46 -46 143,79  

20 Encolhimento >1:30 -51 76,13  

21 Ok >1:30 -48 126,27  

22 Encolhimento 00:25 -37 107,66  

23 Encolhimento >1:30 -53 84,67  

24d Borbulhou 00:07 -56 113,36  

25d Borbulhou 00:13 -55 77,45  

26e Ok 00:35 -54 79,64  

27 Ok >1:30 -1 57,52  

28e Ok 00:50 -58 63,44  

29 Encolhimento 00:06 -57 100,00  

 
Em vermelho: misturas que apresentaram indícios de colapso (coluna Visual) ou tempo de 
ressuspensão superior a 40 segundos (coluna Ressuspensão). Azul: amostras do ponto central. 
Pares de letras subscritas: duplicatas. A amostra 7 (Tc = XX) foi desprezada e não determinada. 
Atividade Enz.: Atividade Enzimática 
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Figura 15 - Aspecto visual das misturas de ASNase liofilizadas em microplaca de 96 poços. 
Primeira fileira (superior, horizontal): misturas 1-8; segunda fileira: misturas 9-16; terceira fileira: 
misturas 17-24, Quarta fileira: misturas 25-29. 

 

As misturas 1/17 (1,5% trealose e 1,5% sacarose) e 22 (3% sacarose) mesmo 

tendo temperaturas de colapso elevadas apresentaram sinais de colapso. Tais 

misturas, porém, também apresentaram uma rápida ressuspensão (assim como a 

10, a 24, a 25 e a 29) e atividade enzimática conforme (superior a amostra de 

ASNase pura), ao contrário das misturas 8, 14, 18 e 27 que possuem uma Tc 

elevada, não apresentaram colapso aparente porém com um tempo de 

ressuspensão elevado e atividade enzimática inferior a 100% (com a amostra 18 

como exceção).  

Tal comportamento pode ser associado ao fato que as amostras com colapso 

aparente não tiveram sua estrutura de poros prejudicada, enquanto as que se 

apresentaram intactas podem ter formado poros pouco volumosos o que dificultaria 

sua ressuspensão, a distribuição de partículas no material liofilizado ou então 

possíveis polimorfismos do mesmo 75.  Porém, tais suspeitas só se confirmariam 

com a análise de microscopia de varredura. 

Já as misturas 11 (1,5% manitol e 1,5% sacarose), 12 (1,8% glicina e 0,3% dos 

demais), 13 (1,5% trealose e 1,5% manitol) e 26 (1,5% glicina e 1,5% alanina) não 

apresentaram colapso aparente e um tempo de ressuspensão adequado, mesmo 

possuindo Tcs muito baixas e atividade enzimática inferior a 100% (com exceção da 

amostra 11).    
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5.5.3 Atividade Enzimática do Material Liofilizado 

A Atividade Enzimática do material antes e após a liofilização, assim como as 

respectivas dosagens de proteínas totais e seu colapso, podem ser observadas na 

Tabela 13. 

Tabela 13 - Comparação das atividades enzimáticas (pre e pós liofilização), proteínas totais e 
colapso das misturas de ASNase 

DoE Pre Liofilização (%) Pós Liofilização (%) Prot. Totais (%) Colapso 
1ª 94,53 +- 8,84 114,89 148 Encolheu 
2b 140,44 +- 12,63 61,25 100 Ok 
3 114,87 +- 4,60 57,52 68 Ok 
4c 110,74 +- 15,26 52,49 36 Encolheu 
5 117,81 +- 37,54 112,48 80 Encolheu 
6 137,25 +- 13,62 113,36 88 Encolheu 
7 127,17 +- 23,757 107,01 72 Ok 
8 125,43 +- 14,50 54,02 80 Ok 
9 141,08 +- 22,88 100,22 60 Encolheu 

10c 108,04 +- 19,08 99,34 76 Borbulhou 
11 207,36 +- 0,15 103,72 104 Ok 
12 95,53 +- 6,33 67,38 12 Ok 
13 117,34 +- 11,86 87,74 60 Ok 
14 119,44 +- 8,27 62,34 60 Ok 
15b 108,11 +- 12,05 78,98 52 Ok 
16 122,47 +- 9,49 79,42 16 Encolheu 
17ª 92,00 +- 12,65 106,79 224 Encolheu 
18 93,17 +- 10,24 147,24 XXX Ok 
19 109,63 +- 5,99 143,79 296 Encolheu 
20 116,69 +- 13,56 76,13 96 Quebrou 
21 127,53 +- 7,83 126,27 248 Ok 
22 120,28 +- 17,38 107,66 84 Quebrou 
23 89,56 +- 8,90 84,67 96 Encolheu 
24d 110,85 +- 11,03 113,36 100 Borbulhou 
25d 134,17 +- 16,05 77,45 156 Borbulhou 
26e 101,39 +- 25,62 79,64 56 Ok 
27 99,80 +- 17,88 57,52 132 Ok 
28e 105,05 +- 13,94 63,44 104 Ok 
29 100 100,00 100 Encolheu 

 

Comparativo baseado no resultado da mistura 29 (ASNase pura) como sendo 100%. Azul: amostras 
do ponto central. Pares de letras subscritas: duplicatas. A amostra 7 foi desprezada e não 
determinada. 

 

Infelizmente a atividade enzimática apresentou grande variação, tal variação 

poderia ser devido a sensibilidade do método ou a interferência dos excipientes 

combinados em concentrações maiores do que havia sido medida durante a pré 
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formulação (vide que a atividade enzimática da ASNase sozinha sempre se 

encontrou dentro dos valores calculados, sendo inclusive utilizada como valor de 

referência), podendo ser usado como alternativa no futuro o Método do aspartil β-

hidroxamato76.  

As proteínas totais das amostras após a ressuspensão também apresentaram 

grande variação, entre 16% à 148%. É possível que haja perda de concentração 

após o processo de liofilização77, sendo então recomendado que as proteínas totais 

anterior ao processo tivesse sido medidas.   

Por fim, não se pode observar qualquer relação entre o colapso das amostras e 

sua atividade enzimática resultante. Ao contrário do conhecimento convencional, o 

colapso de um produto liofilizado não acarreta necessariamente em perda de 

atividade e conformação. A liofilização acima da Tg’ de um produto liofilizado 

acarreta em uma diminuição significativa do tempo e custo do processo77.  

Tradicionalmente, amostras amorfas são mantidas em um estado “vítreo” 

abaixo de sua Tg’ durante a secagem primária, permanecendo em um estado de alta 

viscosidade (rubbery) porém fluído até uma significativa diminuição na concentração 

de água da amostra. Tal viscosidade fluída pode levar a dano ou não formação dos 

poros da pastilha liofilizada, acarretando em um produto não conforme (alto tempo 

de ressuspensão, secagem apenas parcial, perda de estrutura/atividade da amostra, 

etc)78.  

Porém, se mesmo em tal estado acima da Tg’ a estrutura dos poros se 

mantém, o produto pode apresentar conformidade no final do processo com apenas 

características visuais de colapso, sendo chamado de microcolapso79. Exemplo: 

soluções concentradas de imunoglobulina G tipo 4 mantiveram-se estáveis físico e 

quimicamente após secagem primária acima de Tg’, apresentando apenas uma 

diminuição na concentração de imunoglobulina após o processo77. 

 

5.5.4 Análise Estrutural das Misturas Pós-Liofilização 

A Análise Estrutural das Misturas Pós-Liofilização por CD se encontra conforme 

a Figura 16. As misturas apresentaram variação em seus milidegres, porém 

apresentaram perfil muito similar entre elas, indicando a presença de uma mistura 

entre as estruturas secundárias α-hélices e folhas-β. Tal variação pode ser devido a 

diferença de concentração entre as misturas (como evidenciado na Tabela 13). A 

única mistura que se mostrou diferente das demais foi a 22 (3% de sacarose) que 
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apresentou um predomínio de folhas-β. Por fim, nenhuma das misturas apresentou 

perda de estrutura secundária após o processo.  

 

Figura 16 – Caracterização por dicroísmo circular (CD) das misturas de ASNase pós-liofilização sem 
alanina. 
As amostras com alanina não foram medidas devido a problemas de interferência do excipiente. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A produção de ASNases recombinantes resultou em proteína purificada, porém 

com baixa atividade e quantidade insuficiente para o screening do excipientes. Foi 

utilizada então uma versão da Eco ASNase comercial como enzima modelo.  

A caracterização físico-química dos excipientes resultou em cinco excipientes 

candidatos para a formulação: trealose, manitol, sacarose, glicina e alanina.  

As formulações com combinação entre os excipientes resultaram em Tcs muito 

baixas, mostrando uma relação quadrática de efeitos, enquanto individualmente 

mantiveram valores elevados. O manitol mostrou interferir nas Tcs de todas as 

combinações que esteve presente, mas sua interferência não resultou em modelo 

matemático consistente.  

Já a alanina apresentou interferência na análise estrutural e a sacarose foi o 

único excipiente que apresentou mudança na estrutura secundária proteica. Quanto 

a atividade enzimática, houve variação no método de Nessler para as misturas, 

sendo necessária a busca de uma alternativa futura. 

Por fim as formulações de melhor desempenho foram as de ASNase contendo 

trealose 3%, manitol 3%, alanina 3%, sacarose 3% e glicina 3%.  
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ANEXO 1 – DECLARAÇÃO DE BIOÉTICA E BIOSSEGURANÇA  
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