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RESUMO

A asparaginase (ASNase) é uma enzima de destaque no tratamento da Leucemia
Linféide Aguda (LLA), sendo capaz de converter o aminoacido asparagina em
aspartato e amoénia. A deplecao extracelular desse aminoacido leva a morte de
células leucémicas, que sao deficientes em sua producdo. Pela relevancia do
medicamento e pela suspensdo de seu fornecimento no Brasil, este trabalho visou
estudar parametros de formulacdes liofilizadas de ASNase oriunda de Escherichia
coli (Eco ASNase, similar ao comercial). A formulacao foi desenvolvida a partir de
enzima purificada comercial, visando consisténcia dos estudos de pré-formulacéo e
de processo de liofilizagdo. Diversos excipientes foram testados e cinco foram
selecionados por nao interferirem nos métodos de caracterizacdo. As combinagdes
de excipientes resultaram em temperaturas de colapso (Tcs) muito baixas, sendo
gue quanto maior o0 numero de excipientes, menor a Tc, informacao nao relatada em
artigos cientificos. O manitol mostrou interferir nas Tcs dos excipientes de todas as
combinagdes que esteve presente, a alanina apresentou interferéncia na analise
estrutural e a sacarose foi 0 Unico excipiente que apresentou mudanca na estrutura
secundaria proteica. As melhores formulacdes, considerando seu perfil fisico-
quimico, foram as de ASNase contendo o0s excipientes individuais na maior
concentracao testada: trealose 3%, manitol 3%, sacarose 3%, glicina 3% e alanina
3%.

Palavras-Chave: L-asparaginase, liofilizagao, lioprotetores



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%.

Key Words: L-asparaginase, Freeze-drying, Lyoprotectors
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1. INTRODUCAO

A leucemia é uma doenca maligna dos glébulos brancos (leucocitos), sendo a
leucemia linfoide aguda (LLA) a que mais acomete criancas e jovens '. Os atuais
protocolos de tratamento para a LLA apresentam chance de cura de 80% para
criancas e 30% para adultos 2. Um medicamento importante nesses protocolos é a
enzima L-asparaginase (ASNase), utilizada na fase de remissdo da doenca 2. No
entanto, o uso desse medicamento apresenta dois problemas relevantes atuais:
disponibilidade comercial e efeitos colaterais. A producéao nacional foi suspensa pelo
Laboratorio Bagd em 2013, e os medicamentos importados aumentam muito o custo
do tratamento*.

Proteinas terapéuticas, como a ASNase, necessitam cuidados especiais em
sua formulacédo. Quando formuladas em diluentes aquosos podem ser desnaturadas
por aguecimento ou resfriamento repentino, mudancas de pH, agitacédo, exposicoes
a agentes externos, hidrélise, deaminacdo, entre outros. Visando preservar
propriedades fisicas e quimicas, as formulagdes proteicas s&o comumente
desidratadas por liofilizagao.

Frente ao quadro atual, o projeto tematico da FAPESP “Produgédo de L-
asparaginase extracelular: da bioprospeccdo a engenharia de um farmaco
antileucémico” visa desenvolver uma formulacdo de ASNase comercial nacional,
desde sua producgao a sua formulacao. Este trabalho de mestrado incluso no projeto
tematico propde desenvolver formulacdes liofilizadas de ASNases biossimilares. O
trabalho possui foco no desenvolvimento farmacotécnico e de processo, partindo da
producédo e purificagdo de ASNases recombinantes, estudos de pré-formulacéo para
a caracterizacao fisico-quimica e biolégica da enzima e seus excipientes,
parametros de processo da liofilizacao e caracterizacao e poténcia das formulacoes
liofilizadas.
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2. REVISAO 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 dbitos . As leucemias
sédo caracterizadas por intensa multiplicagédo celular, acarretando em um grande
numero de células imaturas das linhagens linfoide e mieloide na corrente sanguinea
5. Os sintomas decorrentes deste acumulo de células anormais na medula 6ssea
séo: anemia (deficiéncia na producao de glébulos vermelhos), infecgdes (deficiéncia
na producdo de glébulos brancos) e hemorragias (deficiéncia na produgcdo de
plaguetas) 7. Dentre os tipos da doencga a leucemia linfoide aguda (LLA) é a que
mais acomete criangas e jovens 8.

O tratamento da LLA é extenso, variando de dois a trés anos. Os esquemas
terapéuticos geralmente s&o constituidos de seis grandes fases: inducdo da
remissdo, intensificacdo, consolidacdo, reinducdo, prevencdo da leucemia no
sistema nervoso central (SNC) e continuagdo ou manutencdo da remissdo 3.
Diferentemente dos primeiros relatos observados da doenca, o avango no suporte
hematoldgico, no conhecimento de seu desenvolvimento no organismo e no numero
de alternativas terapéuticas permitiu que a LLA evoluisse de incuravel e
incompreendida para uma enfermidade passivel de tratamento °.

Existem diversos protocolos oncol6gicos para o tratamento de LLA, conforme a
classificagcdo no grupo de risco. Os protocolos sdo compostos por combinagdes de
quimioterapicos, acompanhados ou nao de radioterapia, visando interromper o
metabolismo das células neoplasicas '. Dentre eles podemos citar: metotrexato
(inibidor do metabolismo do &cido fdlico), vincristina (antimitético), doxoburricina
(antibidtico que inibe a progressao da enzima topoisomerase Il e consequentemente
a transcricdo do DNA celular), ciclosfosfamida (agente alquilante que forma ligagcbes
cruzadas com o DNA, impedindo a sua replicacdo) e L-Asparaginase °.
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2.2 ASNases para tratamento da LLA

A L-Asparaginase (ASNase) € uma enzima que catalisa a hidrélise do
aminodcido L-asparagina em acido aspartico e aménia (Figura 1). Sua sintese é
realizada por diversos micro-organismos e animais, incluindo o ser humano. Quando
administrada como medicamento, a enzima depleta a L-asparagina do meio
extracelular, afetando as células neoplasicas que nao sintetizam este aminoacido
essencial ''. Algumas asparaginases, incluindo as atuais terapéuticas, também
catalisam a hidrolise de glutamina, que leva a apoptose células cancerigenas
capazes de sintetizar asparagina '2.

L-Asparaginase L-Asparaginase
EUD L-Asparaginase Muc
NH ‘
Muc MH,
ele's) — > 0
N, B Coo (
]

L-asparagine

Beta-acyl-enzyme L-aspartate

MHz intermediate H-O

Figura 1 - Esquema do mecanismo catalitico da hidrélise de L-asparagina para L-aspartato
pela L-asparaginase'®. Nuc = nucledfilo

Existem duas ASNases distintas utilizadas para tratamento atualmente, ambas
homotetraméricas: Erwinia chrysanthemi/Dickeya dadantii (Erw ASNase, nome
comercial Erwinase) e Escherichia coli (Eco ASNase, nome comercial Elspar,
Kidrolase e Spectrila). A enzima de E. coli ainda apresenta uma versao peglada
(PEG Eco ASNase, Pegaspase), 0 que aumenta sua meia vida plasmatica e diminui
sua imunogenicidade. Os trés medicamentos possuem 0 mesmo mecanismo de
acao, porem diferem em suas propriedades farmacocinéticas, como a meia vida
plasmatica: a Eco ASNase possui uma meia vida de 30h, enquanto a Erw ASNase
de 16h e a PEG Eco ASNase de aproximadamente 6 dias (3 dias em pacientes que
desenvolveram hipersensibilidade) '#-7.

Apesar de eficaz, as ASNases podem apresentar efeitos adversos. Entre eles,
podemos citar: reagdes de hipersensibilidade (devido a exposi¢cao do sistema imune

a proteinas exégenas), pancreatite (menos de 10% dos casos, relacionada ao efeito
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da ASNase na sintese proteica), insuficiéncia hepética (33% dos casos em adultos e
10% em criangas, causada por esteatose severa em funcdo da catalise de
asparagina e glutamina), trombose (diminuicdo da asparagina sérica acarreta em
efeito pré-coagulante) e imunossupressao (deplecdo 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/hepaticos'®21,

Os protocolos de tratamento utilizando-se ASNase variam de acordo com o
pais, a idade e remissdo da doenca. Tratamentos de primeira escolha costumam ser
realizados utilizando-se Eco e PEG Eco ASNase, sendo a Erw ASNase utilizada
como tratamento secundario. Em caso de desenvolvimento de hipersensibilidade ao
tratamento, sempre deve-se alterar a formulacdo utilizada visando maiores
beneficios clinicos ao paciente 22. Porém, substituicdes entre as formulagdes
comercializadas atualmente podem néo ser efetivas em casos de hipersensibilidade
e ou imunossupressao, tornando-se imprescindivel a exploragao de outras ASNases
qgue possam ter uma maior poténcia e ou diminuicdo nos efeitos adversos''. De
acordo, a ASNase de Saccharomyces cerevisiae (Sac ASNase) Aspl, enzima
constitutiva intracelular, apresenta alto grau de homologia a Eco ASNase e Erw
ASNase (figura 2), e pode ser uma alternativa no tratamento da Leucemia Linfoide
Aguda 2324, A diferenca mais significativa entre as enzimas consideradas é o
conteudo de cisteinas: ausente na Erw ASNase, 2 unidades na Eco ASNase e 10
unidades na Sac ASNase. As pontes dissulfeto formadas por cisteinas sao
intramoleculares, tendo participacao na formacéo e estabilizacdo de sua estrutura

quaternaria 2°,
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Figura 2 — Comparagao da Homologia Sequencial de amino&cidos das ASNases provenientes
de Sac ASNase, Eco ASNase e Erw ASNase.

A ASNase de Saccharomyces cerevisiae (Sac ASNase, peso molecular 41,4 KDa) Aspl,
enzima constitutiva intracelular, apresenta alto grau de homologia a 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 conservacao do
aminodacido da mesma coluna entre as trés sequéncias. Um ponto (.) indica alta conservagao entre as
sequéncias de aminoacidos com propriedades similares. Dois pontos (:) indicam fraca conservagao

de aminoacidos com propriedades similares. Tracos (-) indicam auséncia de aminoéacido.

2.3 Estabilidade e formulacao de ASNases

Proteinas terapéuticas sao formuladas em sua maioria em diluentes aquosos, e
podem ser desnaturadas por aquecimento ou resfriamento repentino, mudancas de
pH, agitacdo, exposicdes a agentes externos, hidrélise, deaminacgao, entre outros 28,
Foi demonstrado que a Eco ASNase em meio aquoso (37°C/pH 6,8) perde até 50%
de sua atividade ap6s 3 dias, porém sem perda da estrutura quaternaria. Outro
estudo mostrou que a deaminacao € capaz de alterar a meia vida plasméatica e ponto
isoelétrico da Eco ASNase e Erw ASNase, mas sem alterar atividade enzimatica.
Para evitar os problemas mediados pelo ambiente aquoso, as estratégias mais

comuns sdo adi¢do de excipientes ou a retirada do solvente 62°.
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Os excipientes das formulacées farmacéuticas podem ser classificados
conforme sua finalidade. No caso das formulagbes parenterais os mais comuns sao:
diluentes (agentes de preenchimento que fornecem volume adequado), agentes
tamponantes (controle de pH), agentes de tonicidade (manutencdao do valor da
osmolaridade dos fluidos biol6gicos), lioprotetores (previnem colapso ou
denaturagdo das formas liofilizadas) e crioprotetores (protegem o farmaco no
processo de congelamento) 3°. No caso das ASNases, existem 5 formulagdes no
mercado, do nosso conhecimento: Elspar, Erwinase, Kidrolase, Pegaspase e
Spectrila (Tabela 1); dessas, apenas a proteina peglada é comercializada em
solucdo. Cada formulacéo liofilizada tem um lioprotetor diferente (polialcool-manitol,
acucar-glicose/sacarose e aminodcido-glicina), o que mostra a heterogeneidade das
formulacdes e instiga estudos mais detalhados sobre a melhor formulagao para as
asparaginases.

Tabela 1 — Caracteristicas das ASNases terapéuticas comerciais 51731,
Nota-se a prevaléncia da forma farmacéutica liofilizada entre as formulagdes, sendo a
Pegaspase a Unica excecao.

Nome Comercial  Ul/mL Microrganismo Forma farmacéutica 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 Solugéo Tampao 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 2.

2.4 Formas farmacéuticas liofilizadas

Visando preservar propriedades fisicas e quimicas, as formulagbes proteicas
sdo comumente desidratadas por liofilizagcdo 28. A liofilizagdo € um processo de
secagem constituido de trés etapas: congelamento, secagem primaria e secagem
secundaria. O processo inicial de congelamento tem como finalidade imobilizar o
produto a ser liofilizado, interrompendo ou diminuindo rea¢des quimicas/bioquimicas
e interagdes fisicas que possam ocorrer na formulagdo. O material previamente
congelado é desidratado por sublimacdo de solvente em baixas temperaturas e

vacuo (Figura 3). A secagem primaria retira a agua livre enquanto a secagem
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secundaria sublima a agua ligada as moléculas do produto ou entremeadas na
matriz 3.

Remogdo do

vapor de agua
Frasco Sublimagdo do
de vidro Topo do frasco
N
rumo ao fundo
Produto seco
Produto Conducéo de
congelado calor pelo frasco

Liquido Congelado Secagem Seco Selado

Secagem Secagem Sel t
Congelamento == o2 = o indaria —— Selamento

Figura 3 - llustracdo do Processo de Liofilizacdo. Imagem traduzida do inglés.3*
O processo inicial de congelamento tem como finalidade imobilizar o produto a ser liofilizado,
interrompendo ou diminuindo reagdes quimicas/bioquimicas e interac¢des fisicas que possam ocorrer
na formulagdo. O material previamente congelado é desidratado por sublimagao de solvente em
baixas temperaturas e vacuo.

A criodessecacao, apesar de ser um método de secagem brando, pode
desnaturar proteinas pelo congelamento e ou pressdao osmotica gerada pela
desidratacdo 2. A Erw ASNase, por exemplo, perde mais que 60% de sua atividade
apés congelamento a -40°C.%¢ Assim, é necessario ampliar o conhecimento do
processo de liofilizacdo e utilizacao de excipientes adequados para a preservacao
das ASNases.

A adicdo de excipientes pre-liofilizacdo influencia o comportamento de uma
solucéo durante os processos de congelamento e secagem. Alguns aditivos podem
cristalizar ou vitrificar durante a etapa de congelamento, acarretando na formacéao de
massa liofilizada heterogénea, mudancas de pH e colapso da amostra. Por outro
lado, outros aditivos podem ter fungé@o protetora e prevenir esses eventos %’.

Trés teorias foram propostas para explicar o mecanismo de acado dos
lioprotetores, conforme suas fungdes atribuidas no processo de liofilizagdo: a teoria
de substituicao aquosa, em que os lioprotetores substituem a agua de solvatacao da
amostra 38; a teoria cosmotropica, que diz respeito a capacidade de agentes
cosmotropicos (como sacarose e trealose) de deslocar a agua diluente da
formulacdo 3°; e a teoria de vitrificagdo, em que lioprotetores formam matriz vitrea
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junto & amostra e evitam a evaporagdo da agua de solvatagéo #°. Vale ressaltar que

um lioprotetor pode desempenhar seu papel por mais de um mecanismo 3.

2.5 Estudos de Pré-Formulacao
Estudos de pré-formulagdo avaliam caracteristicas fisicas e quimicas dos
farmacos e excipientes (Figura 4), isolados e combinados, para embasamento
cientifico ao desenvolvimento de formas farmacéuticas estaveis e eficazes. Sua
aplicacao industrial visa atender as exigéncias de qualidade, viabilizada pela
evolugdo dos métodos analiticos das Ultimas décadas #4'42. Farmacos néo
inovadores tem seus estudos direcionados aos excipientes ja utilizados pelo

medicamento inovador, ou outros similares de mercado 3.

Propriedades do estado Propriedades em o o

_| arranjo molecular | o Estudos de
(polimorfos) Solubilidade degradacao
Propriedades de || Dissolucao Compatibilidade
particulas intrinseca com excipientes
Propriedades de | Coeficiente de
fluxo particao
| Higroscopicidade/ || pKa
umidade residural

Figura 4 - Sumario das propriedades gerais mais estudadas em pré-formulagao farmacéutica, tanto
para a andlise das caracteristicas fisicas e quimicas de farmacos e excipientes.*?

No caso de o farmaco biolégico ser instavel em meio aquoso, como as
asparaginases**, a forma farmacéutica mais escolhida é a liofilizada. Estudos de pré-
formulacdo para esse tipo de forma farmacéutica envolvem principalmente
solubilidade, estabilidade em diferentes pHs, perfil térmico dos ingredientes e analise
de polimorfos. Os atributos de qualidade avaliados incluem poténcia/teor (no caso da
asparaginase, atividade enzimatica), proteinas totais (para proteinas), umidade
residual (pos- liofilizacédo) e aparéncia do liofilizado (colapso, cor, volume)*°.
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3. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de processo e formulaggo liofilizada das enzimas Eco Asnase
e Sac ASNase.

3.1 Objetivos Especificos
a) Produzir e Purificar ASNases recombinantes;

c) Formular e liofilizar as ASNases;

)
b) Caracterizar fisico-quimicamente os excipientes e ASNases;
)
d)

Caracterizar fisico-quimicamente e poténcia das formulacbées de ASNase

liofilizadas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Enzimas

As enzimas utilizadas nesse projeto sdo: L-asparaginase Il (Asp Il) proveniente
de Escherichia coli (Prospec, 225 U/mg) e L-asparaginase | (Asp 1) de
Sacharomicces cerevisae (proteina recombinada por pesquisadores do projeto
tematico para producao em E. coli C43(DE3), transformada com vetor PET28pp/mbp
(Sac ASNase A) e E. coli DH5a, transformada com vetor PET15b (Sac ASNase B).

4.1.1 Producao e purificacdo de Sac ASNase (Asp |)

Uma colénia de E. colitransformada com o vetor de interesse e selecionada de
acordo com resisténcia a carbenicilina foi transferida para um tubo de pré-inéculo,
contendo meio de cultura LB liquido e antibidtico. A cultura foi mantida overnight a
37°C e 180 rpm. Em seguida, o pré-inéculo foi transferido para um erlenmeyer
contendo meio LB liquido e 50 pg/mL de carbenicilina. A cultura foi crescida a 37 °C
sob agitacao até atingir a ODeoonm entre 0,6 € 1,0 U.A.; entado foi adicionado 1 mM do
indutor isopropil-p-D-1-tiogalactopiranosido (IPTG), seguido de incubacédo por 3
h/37°C/180 rpm. O caldo cultivado foi centrifugado a 4.000 X g /20 min/4°C e o
sobrenadante descartado. O pellet foi pesado e ressuspendido em
reagente Bugbuster (Merck-Millipore, 5mL/g de pellet) seguido de agitacao
em shaker por 20 min/180 rpm. A suspensao resultante foi centrifugada por 20
min/9000 rpm. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 pm (Merck-
Millipore) e seguiu para a cromatografia de afinidade por metal imobilizado em
coluna de afinidade de niquel Hi-Trap de 5 mL (GE Healthcare).

A coluna foi previamente lavada com 50 mL de agua Mili-Q, carregada com 2,5
mL de sulfato de niquel 0,1 M e lavada novamente com 50 mL de agua Milli-Q. A
coluna foi equilibrada com 50 mL de start buffer (20 mM tampéo Tris-HCI 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 tampao Tris-HCI ph
7,4, 300 mM de NaCl, 50 mM de imidazol) seguida de 50 mL de wash buffer 2 (20
nM tampé&o Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de NaCl, 150 mM de imidazol) para retirar o
excesso de proteinas ligadas de forma inespecifica na coluna. Por fim, a eluigéo foi
realizada com elute buffer (20 mM tampao Tris-HCI pH 7,4, 300 mM de NaCl, 500
mM de imidazol). A presenca de proteina nas fracdes coletadas foi verificada por
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reagente de Bradford (BioAgency) e a confirmacgédo de purificacao e integridade da
proteina da interesse foram confirmadas por eletroforese com gel SDS-PAGE 14%
46, A Proteina foi dessalinizada por cromatografia de exclusdo molecular com a PD-
10 Dessalting Columns (GE Healthcare Life Sciences) seguindo o protocolo do
fabricante. Por fim, a proteina foi concentrada por ultrafiltragdo em membrana
usando o Amicon-Ultra 15 mL com corte de 10 kDa NMWL com membrana de
celulose regenerada (Merck-Millipore). A quantificacdo de proteina foi obtida pela
leitura a 280nm em espectrofotdmetro (coeficiente de extingdo molar e= 25955 M-'cm
! obtido com a ferramenta de bioinformatica ProtParam 27:47).

Foi realizada etapa de clivagem da cauda de histidina + MBP utilizando a
protease 3C na proporgdo 1:100, incubada por 16h/4°C 48, Apés incubacdo, a
enzima passa por nova cromatografia em coluna de niquel e nova ultrafiltracéo para

concentracao.

4.2 Estudo tedrico das formulacoes de proteinas terapéuticas disponiveis
no mercado

Foi realizado um mapeamento de formulagbes comerciais de medicamentos
biolégicos aprovadas pelo FDA utilizando as databases Drugbank® e RXlist®,
relacionando funcao fisioldgica, forma farmacéutica e vias de administragdo. Em
seguida, foram descritos os excipientes de todas as formulagdes liofilizadas
encontradas, classificando-os de acordo com sua fungao na formulagéao e faixa de

concentracao

4.3 Screening de Formulacoes

As formulagdes contendo L-asparaginase foram testadas de acordo com
delineamento experimental de misturas com ponto central. Os parametros criticos de
formulacdo estudados (inputs) foram o sistema tamponante e o agente
lioprotetor/diluente. As melhores formulagées foram escolhidas frente aos atributos
(outputs) de: atividade enzimatica; pH; perfil térmico; formacédo adequada de pastilha

de liofilizacado e concentracdo/quantidade de excipientes.
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4.4 Atividade Enzimatica

A atividade da enzima foi determinada através da detecgcdo do produto
enziméatico amonio, baseado no método de Nessler ®'. Para a curva padrdao foram
utilizados 3 padrées mais o branco: P1 (1,0 mL de tampao Tris-HCL 0,25 ml de
Sulfato de Aménio (6mM) e 0,85 mL de Agua Milli-Q), P2 (0,5mL de Sulfato de
Aménio), P3 (1,0 mL de Sulfato de Ambnio) e Branco (sem adicdo de Sulfato de
Amédnio); para as amostras foram feitas duas solucdes teste (teste 1 e teste branco)
com 1,0 mL de Tampao Tris-HcL, 0,1mL de Asparagina e 0,9 mL de AguaMiIIi—Q. As
solugdes foram ser incubadas a 37°C por 5 minutos, sendo logo em seguida
adicionados 0,1 mL de ASNase no teste 1. Os pontos foram em seguida submetidos
a inversdo e incubados novamente a 37°C por 30 minutos. Uma solu¢do de 0,1 mL
de TCA (Acido Tricloroacético) foi adicionado a todos os pontos e 0,1 mL de ASNase
foi adicionada no teste branco. Em uma microplaca de 12 pocos, foi adicionado 0,2
mL de cada ponto com a adi¢ao de 0,5 mL o reagente de Nessler. A microplaca teve
sua absorbancia lida em 436 nm. %2,

4.5 Proteinas Totais

A determinacdo total de proteinas foi realizada por ensaio de BCA (Acido
bicinconinico). As amostras foram adicionadas do Reagente de BCA (Sigma-Aldrich)
na proporcao de 100 pL para 2000 pL de reagente e incubadas em 37°C durante
30 min. Uma curva padréo foi elaborada utilizando aloumina bovina (Sigma
Aldrich) na faixa de concentracdo de 30 a 0,5 pg/mL e branco; a leitura foi
realizada em espectrofotébmetro (562 nm). Devido a interferéncia de alguns
excipientes no ensaio de BCA, o Método de Absorbancia em 280 nm foi

utilizado como alternativa®3.

4.6 Temperaturas de Colapso

As temperaturas de colapso das amostras selecionadas foram determinadas
através de um microscépio acoplado a um médulo de liofilizagédo, Lyostat 2, modelo
FDCS 196 (Linkam Instruments, Surrey, UK), equipado com sistema de
congelamento por nitrogénio liquido (LNP94/2) e controlador de temperatura
programavel (TMS94, Linkam). A pressao foi monitorada através de uma valvula de
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Pirani. O equipamento foi calibrado com solucdo aquosa de NaCl (temperatura
eutética de —21,1°C). A observacéao direta do congelamento e liofilizagao foi feita por
microscopio de luz polarizada Nikon, modelo Elipse E600 (Nikon, Japao), e em
rampas de aquecimento-resfriamento de 5°C/min. Os dados foram analisados pelo
software Linksys 32.

4.7 Temperaturas de Transicao Vitrea/Cristalizacao

A andlise térmica foi realizada por DSC (Differential Scanning Calorimetry,
Calorimetro Exploratério Diferencial, Perkin Elmer 4000) com sistema de
refrigeracdo por nitrogénio liquido. Cada amostra foi analisada em cadinho de
aluminio (5 mg), com uma rampa inicial de resfriamento a 5°C/min de 25°C até -70°C
e posterior aquecimento a 5°C/min até 25°C. Um cadinho de aluminio vazio foi
usado como referéncia do equipamento. Os dados serdo analisados pelo software
Pyris (Perkin Elmer) para determinagao das transi¢cbes térmicas.

4.8 Liofilizacao

As formulagbes adicionadas com seus respectivos lioprotetores foram
liofilizadas em placas estéreis de polipropileno de 96 pocos, com capacidade de 300
ul por pogo. O processo foi realizado no liofilizador Lyostar 3 (SP scientific), que
contém prateleiras com controle computacional de pressao, rampas de temperatura
e fechamento automatico de frascos. As amostras foram formuladas de acordo com
os resultados do screening e submetidas a liofilizacao, de acordo com os parametros

indicados no perfil térmico.

4.9 Umidade residual e dos pés liofilizados

A umidade residual das amostras liofilizadas foi determinada por Aaalise
termogravimétrica (TGA). A perda de massa das amostras foi medida durante uma
rampa de aquecimento de 5°C/min de 25°C a 400°C conforme ja previamente

descrito para a determinagao de umidade residual em pos liofilizados®

4.10 Caracterizacao Estrutural das Proteinas
A Caracterizagédo Estrutural das Proteinas foi realizada por Dicroismo Circular.
Os espectros de CD na regiao do UV distante (190-260 nm) foram medidos em um
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espectropolarimetro JASCO J — 715 (JASCO) equipado com o modulo Peltier para o
controle de temperatura disponivel no IQ/UNICAMP, utilizando uma cubeta de
quartzo de 1 mm de caminho 6ptico. Cada espectro obtido foi o resultado de 4 a 8
acumulagdes medidas a 25 °C. Os resultados foram expressos em millidegrees

(mdeg).

4.11 Métodos estatisticos e analise de dados

Testes estatisticos foram utilizados para testar a normalidade das distribuicées
(Anderson-Darling), verificar as diferencas entre as médias das amostras de
distribuicdo normal (ANOVA, teste T) ou para testar a linearidade dos dados
(regressao linear). O delineamento experimental seguiu o planejamento de misturas,
de acordo com o numero de niveis e variaveis. Os testes estatisticos, o
delineamento experimental e analise combinatéria das respostas foi realizado no

software Design Expert, versao 10.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo tedrico das formulacoes de proteinas terapéuticas comerciais

De acordo com pesquisa feita do Drugbank (atualizada em outubro de 2016),
96% das formulacdes proteicas comerciais sdo administradas por vias parenterais,
gue correspondem as vias intravenosa, subcuténea, intramuscular e intraocular. As
demais 4% correspondem as vias topica, intranasal, respiratoria, oftalmica e oral.
Dentre todas as formulacdes estudadas, 34% delas sao apresentadas como pds
liofilizados. Como descrito na metodologia, apenas medicamentos aprovados pelo
FDA foram levados em consideracdo. A partir de cada formulacdo compilada, foi
montada a tabela de excipientes (Tabela 2) mais frequentes em formula¢des
comerciais liofilizadas.

Tabela 2 - Excipientes mais frequentes em medicamentos proteicos liofilizados

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

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

Sodio Fosfato Dibasico 16 22,2 0,04 - 13,45 Tamponante

Sdadio Fosfato Monobasico 15 20,8 0,129 - 3,45 Tamponante

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

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

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

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

N.F. = Nimero de Formulagbes; Fr. = Frequéncia; F.C. = Faixa de Concentragdo. Total = 72
formulagdes. Os excipientes abaixo de 10% de frequéncia nao foram tabelados.

7

O excipiente mais usado € o manitol, presente em 40% das formulacoes,
incluindo uma apresentacdo de Eco ASNase. Esse poliol tem funcao lioprotetora,
diluente e de agente de tonicidade. Apesar de muito utilizado, pode apresentar
problemas na liofilizacdo em fungao de suas formas polimoérficas®.

Em segundo lugar, a sacarose esta presente em 35% das formulacoes; esse
dissacarideo também se encontra em uma apresentacao de Eco ASNase que so6 foi
aprovada na Europa, portanto ndo consta na lista do FDA. A sacarose tem fungéo
lioprotetora e é agente de tonicidade, formando matriz amorfa no congelamento do

produto3'-%5,
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Os sais de fosfato sdo os mais utilizados como sistema tampao, com ampla
faixa de concentracdo. No entanto, podem apresentar cristalizagcdo seletiva
dependendo da formulagao e processo de producao, além de diminuir a temperatura
de colapso da amostra em altas concentragoes®. Apenas a ASNase peglada em
solugéo é formulada nesse tampao.

Os tensoativos mais indicados ao uso parenteral sdo os nao ibnicos, assim
como os polissorbatos, que foram os mais frequentes nas formulagdes. Os
surfactantes dessa classe previnem agregacao por estabilizacdo estérica e nao
apresentam toxicidade nas concentragdes utilizadas °. No entanto, ndo foram
utilizados para nenhuma formulacao de asparaginase comercial.

O cloreto de sddio, agente de tonicidade mais frequente, evita danos teciduais
na aplicacdo parenteral e estabiliza cargas elétricas nas estruturas proteicas,
prevenindo a agregacdo 2. Entre as ASNases, apenas a Erwinase utiliza esse

excipiente.

5.2 Producao Purificacao de ASNases Recombinantes
5.2.1 Sac ASNase A

Apés fermentagdo, lise celular e captura proteica, como descrito na
metodologia, a proteina foi purificada em coluna de niquel. Foram coletadas 15
fracoes de 1TmL cada e analisadas por eletroforese. As fracées 5 a 11 apresentaram
banda Unica, de peso respectivo ao do monémero da enzima ligada a proteina
ligante de maltose (MBP, 84,16 kDa). Essas fragbes foram entdo misturadas,
concentradas, dessalinizadas e as caudas de histidina + MPB foram clivadas. Ap6s
nova purificacdo, foi obtida solucdo de 500 pyL a 0,85 mg/mL, com atividade
especifica de 10,08 Ul/mg. A proteina final purificada foi entdo analisada por
eletroforese, que apresentou banda uUnica respectiva ao peso molecular do
mondmero da enzima (41,4 kDa). As bandas da enzima apés purificacdo podem ser

vistas na Imagem 5.
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* Expressao Heterologa
Linhagem: E. col; C43 (DE3) *  Clivagem da cauda de Histidina e MBP
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Figura 5 — Gel de eletroforese de Sac ASNase A apds purificagao por coluna de niquel.
A - Banda de ASNase com a cauda de histidina + MPB B - Banda de ASNase pés clivagem da cauda
de histidina + MPB

A atividade especifica da enzima foi considerada insuficiente, em comparacéao
a versdo comercial da Eco ASNase, que possui uma atividade de 255,00 Ul/mg 58,
inviabilizando os estudos de liofilizacdo %. Como o grupo de prospeccdo de
ASNases pertencente ao tematico nao disponibilizou outra ASNase com potencial
aplicacao clinica, os estudos seguintes foram realizados com Asp Il proveniente de
Escherichia coli da empresa Prospec foi utilizada na continuidade dos estudos.

5.3 Caracterizacao Fisico-Quimica dos Excipientes
A selecdo inicial de lioprotetores foi baseada nas formulagdes comerciais,

descritos no item 5.1 e em formulagdes proteicas experimentais.

5.3.1 Temperatura de colapso
Os excipientes escolhidos foram analisados por Microscopia de Liofilizagcéo, e
caracterizados em relacéo a temperatura de colapso (Tc) e microcolapso (Tabela 3).
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Tabela 3 — Comparacéo das Temperaturas de Colapso dos Excipientes (Microscopia de Liofilizagéo)

Excipiente Classificacao Microcolapso Andlise Tc Tc referéncia
Frutose Aclcar -42,5°C -40,5°C -40,0°C%°
Glicose AcUcar -42,3°C -41,1°C -40,0°C/-41,5°C/-43,0°C>°
Lactose Aclcar -34,5°C -32,9°C -31,02C*°
Manose Agucar -43,1°C -40,2¢C e
Maltose Acucar -27,6°C -251°C -

Sacarose Aglcar -32,7°C -30,2°C -32°C/-34,0°C8!
Trealose Aglcar -25,9°C -24,3°C -29,59/-34,0°C*0
Alanina Aminoacido -4,4°C -2,3°C e
Arginina Aminoacido -32,1°C -29,6°C e
Glicina Aminoacido -15,2°C -12,7°C e
Histidina Aminoécido -39,3°C -37,1°C e

Lisina Aminoacido -51,4°C -48,5°C e
Prolina Aminoacido Nao liofilizou <-60C e
PEG 400 Polimero Nao liofilizou <-60C e

PEG 8000 Polimero -18,2°C -15,8°C -16,5°C%2
Manitol Poliol Indeterminado Indeterminado -1,4°C%0
Sorbitol Poliol -44,9°C -43,62C -45,0°C3°

Xilitol Poliol -48,7°C -471¢C e

Microcolapso: inicio do colapso da matriz liofilizada, Tc: Temperatura de Colapso da matriz liofilizada.
Resultados em vermelho: excipientes com Tc abaixo da temperatura minima desejada (-40°C).

Amostras analisadas em concentrac¢édo de 1,0% w/v.

A Tc é parametro critico de produto em formulacdes liofilizadas, ja que a
secagem primaria 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 biolégica da proteina e diminuicdo da estabilidade na
estocagem. A liofilizacdo de um produto abaixo de -40,0°C geralmente nao é viavel
industrialmente, por limitagdo do liofilizador em relagcao a velocidade de secagem e
gasto energético 33%. Por esses motivos, a Tc foi o primeiro parametro critico
determinado para screening dos potenciais lioprotetores, sendo excluidos os que
apresentarem valores abaixo de -40 °C.

Os resultados obtidos experimentalmente estdo préximos aos encontrados
nas referéncias bibliograficas, sendo a variacao aceitavel, ja que os excipientes sao
de marcas diferentes e podem apresentar impurezas diferentes. A excecéo foi a
trealose, que apresentou uma diferenca de 5,09/10,0°C.
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Dos acucares estudados, maltose (-25,1°C) e trealose (-24,3°C) obtiveram as
maiores temperaturas de colapso seguidos da lactose e sacarose; ja a frutose,
glicose e manose apresentaram uma TC inferior a -40,0°C, sendo descartados para
futura formulacdo com ASNases. Dentre os aminoacidos, a alanina (-2,3°C), a
arginina (-29,6°C) e a glicina (-12,7°C) apresentaram as maiores Tcs. A lisina, a
prolina e a histidina foram descartados por baixa Tc. O polimero polietilenoglicol
(PEG) foi estudado em baixo e alto peso molecular, mas somente o segundo, de
8000 kDa (-15,8°C) apresentou uma Tc adequada. Entre os polidis, todos
colapsaram abaixo de -40°C, exceto o manitol, que nao colapsou até a secagem
total da gota, o que significa que seu colapso é préximo 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 proteinas.

5.3.2 Interferéncia dos excipientes no ensaio de atividade enzimatica
Foram testadas as possiveis interferéncias dos excipientes escolhidos nos

testes de atividade enzimética pelo método de Nessler 5' (Tabela 4):

Tabela 4 - Interferéncia dos Excipientes analisados em diferentes concentracbes pelo Método de

Nessler
Excipiente Classificacao Atividade 0,5% (U/mL) Atividade 1,0% (U/mL)
Trealose Acgucar 0,01 0,02
Sacarose Acucar -0,04 -0,04
Lactose Agucar -0,24 -0,23
Manose Acucar -0,23 -0,24
Frutose Agucar -0,04 -0,05
Glicose Acucar -0,24 -0,23
Maltose Agucar -0,06 -0,05
Glicina Aminoacido 0,01 0,01
Arginina Aminoacido -0,05 -0,05
Histidina Amino&cido -0,05 -0,05
Alanina Aminoacido -0,04 -0,04
Lisina Aminoacido -0,04 -0,05
Prolina Aminoacido -0,06 -0,06
PEG 400 Polimero 0,02 0,01
PEG 8000 Polimero 0,08 0,24
Manitol Poliol 0,01 0,02
Sorbitol Poliol -0,06 -0,06
Xilitol Poliol -0,05 -0,05

*Curva padréo 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 interferéncia significativa, dado esse de acordo
com estudos anteriores %3, sendo excluido do estudo com asparaginase.

5.3.3 Interferéncias dos excipientes nos ensaios de quantificagcao proteica

A interferéncia dos excipientes foi testada nos ensaios de BCA % e
absorbancia a 280 nm 9, utilizados para determinar a concentragdo de
enzima/proteina nas amostras (Tabela 5). O Ensaio de BCA foi realizado com os
excipientes nas concentragdes de 1,0% a 0,1% baseado na necessidade de diluicdo
das formulacées de ASNase para ensaios futuros. O ensaio apresentou interferéncia
em todas as classes de lioprotetores, com destaque aos acgucares, onde 5 de 7
apresentaram alta interferéncia. Tal fato pode ser explicado devido a parcial redugéo
do cobre Il utilizado como reagente no ensaio por acucares em geral, gerando um
falso positivo 6. Os demais interferentes em potencial sdo aquelas substancias que
reagem com o0s ions cobre (reacdoes de Oxido-reducdo, formacdo de complexos,
precipitacédo) ¢”. Dos 18 excipientes analisados, 14 apresentaram interferéncia pelo
ensaio de BCA.
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Tabela 5 - Interferéncia dos excipientes em diferentes concentragées nos métodos de dosagem de
proteinas totais por BCA e absorbancia em 280 nm.

BCA (ng/mL) Abs. 280 nm (mg/ml)

Excipiente Classificacao 1,00% 0,50% 0,10% 5,00% 1,00% 0,50%
Trealose Acucar 12,46 7,669 2,514 0,034 0,024 0,023
Sacarose Acucar 7,529 4,926 2,175 0,043 0,027 0,034

Lactose Acucar > 30 > 30 > 30 0,154 0,043 0,03
Manose Acucar XXX XXX 21,27 0,192 0,057 0,039
Frutose Acucar > 30 > 30 > 30 > 1,000 0,042 0,029
Glicose AcgUlcar XXX XXX > 30 0,028 0,023 0,022
Maltose Aclcar > 30 > 30 > 30 > 1,000 0,057 0,039
Glicina Aminoécido 2,706 2,629 4,852 0,038 0,025 0,025

Arginina Aminoécido 11,197 9,618 4,825 0,128 0,055 0,036
Histidina Aminoécido 6,925 4,353 6,628 000 0,093 0,058
Alanina Aminoéacido 2,612 2,448 3,35 0,209 0,062 0,044

Lisina Aminoacido > 30 26,574 13,541 > 1,000 0,903 0,439
Prolina Aminoécido 3,65 3,705 3,404 0,056 0,02 0,019
PEG 400 Polimero 6,519 5,863 2,803 0,016 0,011 0,013
PEG 8000 Polimero 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

Amostras diluidas em agua na auséncia de proteinas. BCA - curva padrdo de 5 pg/mL a 30 pg/mL de
albumina; Na Absorbancia 280 nm (Abs. 280 nm) de 0,125 mg/mL a 1 mg/mL de albumina. Em
amarelo: interferéncia moderada dentro da curva padrao do ensaio; Em Vermelho: interferéncia alta,
extrapolando a curva padréo do ensaio; XXX = Overflow (resultado acima do nivel de detecgao do
aparelho; OO0 = Solubilidade da amostra abaixo da concentracdo especificada, portanto nao

testado.

Sendo assim, foi proposto o doseamento por absorbancia em 280 nm como
alternativa. Este método é rapido e ndo destrutivo, mas esta sujeito a interferéncia
de qualquer substancia que apresente uma banda de absor¢do na regido de leitura,
fato que limita a utilizacdo da metodologia apenas em proteinas altamente
purificadas . Apenas 7 excipientes interferiram no teste, com 6 destes interferindo
apenas na concentragdo mais alta testada (5%). A lisina e frutose também
apresentam interferéncia em ambos os testes proteicos e, portanto, foi descartada

deste estudo.
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5.3.4 pH dos excipientes em solucao

Visando uma melhor atividade enzimatica (pH étimo para a atividade da Eco
ASNase entre 7,0 e 8,0 %8) e uma aplicagdo da formulagao por via endovenosa (pH
ideal proximo ao sanguineo de 7,4, porém toleravel entre 5,0 e 9,0 %) os excipientes

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

Tabela 6 - pH dos excipientes em solu¢do aquosa
Lioprotetor Classificacdo pH5% pH 3%

Glicose Acucar 6,9 6,47
Lactose Acucar 6,43 6,47
Maltose Acucar 6,75 6,43
Sacarose Acucar 6,23 6,87
Trealose Acucar 6,78 6,82
Alanina Aminoécido 6,25 6,29
Arginina Aminoacido 11,3 11,1
Glicina Aminoécido 6,22 6,27
Manitol Polialcool 6,5 6,71
Agua MiliQ  Padrao 7,7

O unico excipiente fora da faixa entre 5,0 e 9,0 foi a arginina entre 11,1 e
11,3. A utilizacdo de tampdes poderia remediar o pH da formulacdo contendo
arginina para o aceitavel dentro da faixa pré-estabelecida, porém a auséncia de
tampdes nas formulagdes comerciais (conforme levantado no Estudo Teodrico de

formulacdoes de Proteinas Terapéuticas Disponiveis no Mercado) e devido ao

diminuicao da Temperatura de Colapso das formulagdes utilizando tampdes como o
Tris e o0 PBS %6,
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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 - Selecao final dos excipientes conforme os resultados prévios

Excipiente Classificacao Situacao
Frutose Acucar Tc baixa, interferéncia na Dosagem de Proteinas Totais
Glicose Acgucar Tc baixa
Lactose Acucar OK
Maltose Agucar Interferéncia na Dosagem de Proteinas Totais
Manose Agucar Tc baixa
Sacarose Agucar OK
Trealose Acucar OK
Alanina Aminoacido Ok
Arginina Aminoacido pH incompativel
Glicina Amino4acido OK
Histidina Aminoéacido Tc baixa
Lisina Aminoacido Tc baixa, interferéncia na Dosagem de Proteinas Totais
Prolina Aminoacido Tc baixa
PEG 400 Polimero Tc baixa
PEG 8000 Polimero Interferéncia na Atividade Enzimatica
Manitol Poliél OK
Sorbitol Poliél Tc baixa
Xilitol Polidl Tc baixa

Tc = Temperatura de Colapso

Os candidatos ao planejamento experimental de acordo com a tabela, sédo a
sacarose, trealose, alanina, glicina, manitol e lactose. No entanto, para um
planejamento de misturas compativel com a quantidade de asparaginase disponivel
(até 30 combinagdes), o maximo de excipientes sdo 5. A lactose foi entdo o
excipiente descartado por ser 0 unico agucar redutor do grupo, o que torna possivel
sua reagdo com proteinas durante o armazenamento, pela reacdo de Maillard’%"1,
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5.4. Interacao excipiente-ASNase

5.4.1. Temperaturas Criticas de ASNase combinada a excipientes

A formulagdo comercial de Eco ASNase foi ressuspendida em, 7,5 mL,
resultando em uma solugdo de 333,33 Ul/mL. Em seguida, foi adicionada solugcéo
estoque de 6% de cada excipiente, resultando em formulagdes de 166,67 Ul/mL e
3% de excipiente entre os previamente escolhidos (trealose, manitol, sacarose,
glicina e alanina). ASNase ressuspendida em agua foi preparada como branco.
Primeiramente, foi definida a Tc das amostras conforme a Figura 6. As formulacdes
com excipientes apresentaram uma Tc superior a -40,0°C, enquanto a formulacédo de
ASNase pura apresentou uma Tc inferior de -57,2°C, devido ao tampao usado pela
empresa. Em seguida, as Temperaturas Eutéticas (Te) e/ou de Transicdo Vitrea

(Tg’) foram determinadas por DSC conforme a Figura 7 e 8.



37

Figura 6 — Imagens do colapso das formulagdes de Eco ASNase por Microscopia de Liofilizagao.
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 Transi¢ao vitrea das Formulagbes 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 -70°C até 25°C.
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A Formulacao contendo Alanina apresentou um ligeiro pico em -11,8°C, no
entanto, a mesma apresenta uma baixa TC (-1,5°C) que pode ter sido mascarada
devido ao pico de agua presente (-5°C a 10°C).

As Ts/Tg's das formulagcdes de ASNase, juntamente com suas Tcs, Tcs de
excipientes puros e referéncias da bibliografia, estdo apresentadas na Tabela 8.
Entre as formulagdes testadas, apenas a alanina (explicado acima) e o manitol
apresentaram temperaturas diferentes no DSC, quando comparado a microscopia
de liofilizacdo. Tal fato pode ser explicado devido a presenca de polimorfos
encontrados no manitol”2. Referente as Tcs das Formulagdes de ASNase com a Tcs
dos excipientes puros, em média houve uma variacdo de 6°C, com exceg¢do da
Trealose que apresentou uma variagéo de 11,9°C.

Tabela 8 - Comparacao entre temperaturas de colapso (Tc), temperaturas eutéticas/de transicao
vitrea (Te/Tg'") experimentais com as temperaturas de referéncia na bibliografia (Ref)
Tc Excip. 1 Tc ASNase Tc Ref (°C) Te/Tg' ASNase Te/Tg' Ref (<C)

Excipiente

(*C) (°C) (°C)
Trealose -24.3 -36,4 -29,5/-34,0% -32,4 -27,06
Manitol N Colapsou -1,6 -1,43 -22,7 -35,0/-28,0%
Sacarose -30,2 -36,7 -32,0/-34,0° -34,6 -32/-35%
Glicina 12,7 O — 5 -2,8/-3,6
Alanina -2,3 15 - -118

Excip: Excipientes diluidos em agua; ASNase: formulagbes de ASNase com excipientes; Ref: valor
encontrado na bibliografia.

Com base em tais resultados a Microscopia de Liofilizagdo foi escolhida como
método para dar sequéncia nos estudos de pré-formulacdo, enquanto o DSC foi

utilizado posteriormente para a determinagdo do perfil térmico do material liofilizado
(Tg).

5.5 Delineamento Experimental — planejamento de misturas

Visando compreender as possiveis interacdes entre a mistura de diferentes
excipientes na formulagdo 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
formulacdo resultou em 26 amostras diferentes, incluindo cinco duplicatas para
calculo do erro puro. Foi adicionado ao planejamento uma triplicata do ponto central

para avaliar a curvatura da superficie de resposta, no caso de os dados coletados
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serem compativeis com um modelo matematico significativo, sem falta de ajuste.
Além dos pontos do delineamento, a asparaginase pura também foi analisada,
perfazendo 29 formulagbes conforme a Tabela 9. As amostras foram aleatorizadas

para evitar tendéncias e interferéncias de fatores externos.

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

Amostra Qua_nt_idade Trealose (%) Manitol (%) Sacarose (%) Glicina (%) Alanina (%)
excipientes
1@ 2 1,5 0 1,5 0 0
20 2 0 1,5 0 1,5 0
3 2 0 1,5 0 0 1,5
4° 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°¢ 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
15P 2 0 1,5 0 1,5 0
16 5 1,8 0,3 0,3 0,3 0,3
172 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
244 2 1,5 0 0 1,5 0
254 2 1,5 0 0 1,5 0
26° 2 0 0 0 1,5 1,5
27 1 0 3 0 0 0
28° 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 (°C) Amostra Tc (°C)
12 -33 16 -50
2° -56 172 -34
3 -55 18 -36
4° -53 19 -46
5 -55 20 -51
6 -52 21 -48
7 XX 22 -37
8 -2 23 -53
9 -51 249 -56

10°¢ -57 259 -55
11 -46 26° -54
12 -53 27 -1
13 -43 28¢ -58
14 -5 29 -57
15° -56

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

Das amostras analisadas, apenas as que continham um excipiente (8, 14, 18,
22 e 27) e combinacbes de trealose+sacarose (1 e 17) apresentaram uma Tc
superior a -40°C. Surpreendentemente, todas as amostras que continham manitol,
que tem Tc alta (-1°C), combinado a outro excipiente, apresentaram Tc muito inferior
ao poliol individualmente. A analise 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 (residuo maior que 2 vezes o desvio padrao), retirado do
modelo. O modelo quadratico também nao foi significativo com o ponto central, que
foi retirado, o que significa que ndao é recomendado para predizer valores, apenas
para avaliar tendéncias. O modelo quadratico (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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Tabela 11 - Tabela ANOVA para modelo de misturas quadraticos (misturas de ASNase)
ANOVA para Modelo de Misturas Quadratico Reduzido

*** Codigo dos Componentes da Mistura é Real. ***
Analise de Tabela de Variancia [Soma Quadratica Parcial - Tipo lll]

Soma Média F valor-p
Fonte Quadratica df Quadratica Valor Prob > F
Modelo 4796.47 12 399.71 70.00 < 0.0001 significante
I Mistura 55 03 4 162.51 28.46 < 0.0001
Linear
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
CcD 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 néo
S 16.39 4 4.10 0.59 0.6880 o s
Erro Puro 35.00 5 7.00
Cor Total 4847.86 21

M Interferéncia para misturas lineares utilizando soma quadratica Tipo 1.

O Valor de F Modelo de 70.00 implica que o modelo é significativo. Ha apenas
0,01% de chance que um Valor de F de tal magnitude seja devido a ruido. Valor de
Probabilidade > F menor que 0.0500 indica que os termos do modelo séo
significativos. Neste caso, A, B, C, AD, AE, BD, BE, CD, DE s&o termos do modelo
significativos. Valores maiores que 0,1000 indicam que que os termos do modelo
nao sao significativos. O Valor de F da Falta de Ajuste de 0,59 implica que a Falta de
Ajuste nao ¢ significativa relativo ao erro puro.

A: Trealose, B: Manitol, C: Sacarose, D: Glicina, E: Alanina

Sendo assim, a predicdo das misturas foi analisada para todos os excipientes,
exceto manitol. O gréfico de contorno da Figura 9 mostra o primeiro sistema: os dois
dissacarideos frente a um aminoacido (no caso glicina). A combinacdo dos
dissacarideos nao tem efeito significativo na Tc (aresta da direita), porém a
combinagdo de um aminoacido com cada dissacarideo tem efeito antagdnico (aresta
da esquerda e da base, ponto 2 = 1,5% de cada componente da aresta; alanina com

mesmo perfil da glicina, grafico ndo mostrado).



44

Design-Expert® Software A: Trealose (%)

Component Coding: Actual 3

R1

® Design Points
-2

-58

X1 = A: Trealose
X2 = D: Glicina
X3 = C: Sacarose

Actual Components
B: Manitol = 0
E: Alanina =0

3 0 3
D: Glicina (%) C: Sacarose (%)

Figura 9 - Grafico de Contorno do Modelo de Misturas Trealose/Glicina/Sacarose

O gréfico de contorno da Figura 10 mostra o segundo sistema: os dois
aminoacidos frente a um dissacarideo (no caso trealose). A combinacdo dos
aminoacidos tem efeito antagbnico na tc (aresta da direita), assim como cada
aminoacido em combinacdo com um dissacarideo (aresta da esquerda e da base).

Nao foi detectado efeito sinérgico em nenhuma mistura dos excipientes.
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Design-Expert® Software D: Glicina (%)

Component Coding: Actual 3

R1

® Design Points
-2

-58

X1 = D: Glicina
X2 = E: Alanina
X3 = A: Trealose

Actual Components
B: Manitol = 0
C: Sacarose = 0

E: Alanina (%) A: Trealose (%)
R1

Figura 10 - Gréafico de Contorno de Modelo de Misturas Glicina/Alanina/Trealose

Esses dados evidenciam que a combinacdo de 3 desses excipientes
apresentara TC muito baixa (area azul, menor que 50°C nos dois graficos acima),
mesmo com concentragdes diferentes de cada um. Combinacdées de dois
componentes também terdo efeito negativo ou inerte (no caso da mistura de
dissacarideos).

5.5.2 Andlise Estrutural das Amostras

Os espectros de Dicroismo Circular (CD) da Formulagcdo de ASNase pura
(amostra 29) indicaram a presenca de uma mistura entre as estruturas secundarias
a-hélices e folhas-B, pois os picos negativos em 222 e 208 nm, caracteristicos de a-
hélices nao estao tdo bem definidos (Figura 11). A porcao positiva entre 200 e 190
nm nao foi observada, uma vez que os dados foram cortados em 207 nm, pois 0
sinal ultrapassou o limite de deteccdo do equipamento. A presenca da mistura de
dois tipos de estrutura secundaria ja era esperada, pois a estrutura cristalografica da
ASNase de E. coli (c6digo PDB: 3ECA) demostrou que a enzima € constituida por 8
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a-hélices e 14 folhas-B, pertencendo a classe alpha/beta fold e possui uma topologia

do tipo Rossmann (BaB)’273.

e ASNase

CD (mdeg)

-50

Absorbancia (nm)

Figura 11 - Espectro de dicroismo circular (CD) da formulacao de ASNase pura

Os excipientes testados nao alteraram a configuracdo da estrutura secundaria
da ASNase (Figura 12). Entretanto, o espectro de CD das Misturas com alanina
apresentou curvas atipicas que inclusive superaram o limite de detec¢cdo do
equipamento de 200 mdegs. Tal interferéncia poderia ser atribuida a quiralidade da
alanina’ ou pela presenca de contaminantes no excipiente. O espectro de CD de

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

atipicas se mantém (Figura 13).
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10

e ASNase
—_
® .
= e Glicina
£
g Trealose
[a]
o

e Sacarose

e [\anitol

-60
Absorbancia (nm)

Figura 12 — Espectro de dicroismo circular (CD) das formulagdes de ASNase contendo todos os
excipientes com excecao da alanina.

250
200
™ = ASNase + Alanina
150 é"
£ = Ala Vetec 0,3%
100 8 Ala Vetec 0,6%
e Ala Sigma 0,3%
50
= Ala Sigma 0,6%
0
o N < O 0 O N < W0 ON < O 0 O
O O 0O OO0 H o o + 4 N N N N AN M
AN AN AN AN ANAN AN AN AN AN NN NN NN

Absorbancia (nm)

Figura 13 - Espectro de dicroismo circular (CD) de Formulagbes de Alanina
ASNase + Alanina: Formulagdo de 3% de alanina utilizada nos testes anteriores.
Ala Vetec: L-Alanina proveniente da empresa Vetec Quimica

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, € possivel afirmar que a adigdo desses

excipientes ndo provocou mudanga na estrutura secundaria das proteinas até 24

horas pos adicao.
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Figura 14 - Espectro de dicroismo circular das demais misturas de ASNase sem alanina.

5.6 Liofilizacao das Misturas

5.5.1 Parametros de Liofilizacdo em funcédo do delineamento

Como algumas amostras do delineamento apresentaram baixa Tc, o0
congelamento das 29 amostras (150 uL por amostra, placa de 96 pocos) foi feito no
liofilizador a -50°C (prateleiras pré-resfriadas, 120 minutos) seguido de um ciclo de
secagem conservador: -50°C/100 mTorr por 360 minutos; aquecimento de 0,5°C/min
- hold time 120 min a cada acréscimo de 5°C, ponto final a 0°C. Terminado o
processo, as amostras foram retiradas e armazenadas em freezer convencional na

temperatura de -4°C.

5.5.2 Caracterizacao Visual e Tempo de Ressuspensédo do Material Liofilizado
As amostras foram caracterizadas visualmente conforme a integridade do
liofilizado (Figura 15) e tempo de ressuspensao, sendo os resultados tabelados em

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

enzimatica das misturas de ASNase liofilizadas

Amostra Visual Ressuspensao Tc (°C) Atividade
(Min:seg) Enz.* (%)

12 Encolhimento 00:05 -33 114,89
2° Ok 00:49 -56 61,25
3 Ok 00:40 -55 57,52
4° 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
10° 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
15 Ok 01:08 -56 78,98
16 Encolhimento 00:45 -50 79,42
172 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
244 Borbulhou 00:07 -56 113,36
254 Borbulhou 00:13 -55 77,45
26¢ Ok 00:35 -54 79,64
27 Ok >1:30 -1 57,52
28¢ Ok 00:50 -58 63,44
29 Encolhimento 00:06 -57 100,00

Em vermelho: misturas que apresentaram indicios de colapso (coluna Visual) ou tempo de
ressuspensdo superior a 40 segundos (coluna Ressuspensdo). Azul: amostras do ponto central.
Pares de letras subscritas: duplicatas. A amostra 7 (Tc = XX) foi desprezada e ndo determinada.
Atividade Enz.: Atividade Enzimatica
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Figura 15 - Aspecto visual das misturas de ASNase liofilizadas em microplaca de 96 pocos.
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 rapida ressuspensao (assim como a
10, a 24, a 25 e a 29) e atividade enzimatica conforme (superior a amostra de
ASNase pura), ao contrario das misturas 8, 14, 18 e 27 que possuem uma Tc
elevada, nao apresentaram colapso aparente porém com um tempo de
ressuspensdo elevado e atividade enzimatica inferior a 100% (com a amostra 18
COMO excegao).

Tal comportamento pode ser associado ao fato que as amostras com colapso
aparente nao tiveram sua estrutura de poros prejudicada, enquanto as que se
apresentaram intactas podem ter formado poros pouco volumosos o que dificultaria
sua ressuspensdo, a distribuicdo de particulas no material liofilizado ou entédo
possiveis polimorfismos do mesmo “5. Porém, tais suspeitas s6 se confirmariam
com a analise de microscopia de varredura.

Ja 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) nao
apresentaram colapso aparente e um tempo de ressuspensdo adequado, mesmo
possuindo Tcs muito baixas e atividade enzimatica inferior a 100% (com excecéo da
amostra 11).
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5.5.3 Atividade Enziméatica do Material Liofilizado

A Atividade Enzimatica do material antes e apoés a liofilizagdo, assim como as
respectivas dosagens de proteinas totais e seu colapso, podem ser observadas na
Tabela 13.

Tabela 13 - Comparacao das atividades enzimaticas (pre e pos liofilizagao), proteinas totais e
colapso das misturas de ASNase

DoE Pre Liofilizacao (%) Pés Liofilizagao (%) Prot. Totais (%) Colapso

18 94,53 +- 8,84 114,89 148 Encolheu
2° 140,44 +- 12,63 61,25 100 Ok
3 114,87 +- 4,60 57,52 68 Ok
4° 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
10° 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
15° 108,11 +- 12,05 78,98 52 Ok
16 122,47 +- 9,49 79,42 16 Encolheu
178 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
244 110,85 +- 11,03 113,36 100 Borbulhou
25¢ 134,17 +- 16,05 77,45 156 Borbulhou
26° 101,39 +- 25,62 79,64 56 Ok
27 99,80 +- 17,88 57,52 132 Ok
28° 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 ndo
determinada.

Infelizmente a atividade enzimatica apresentou grande variacao, tal variacao
poderia ser devido a sensibilidade do método ou a interferéncia dos excipientes

combinados em concentracoes maiores do que havia sido medida durante a pré
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formulagdo (vide que a atividade enzimdtica da ASNase sozinha sempre se
encontrou dentro dos valores calculados, sendo inclusive utilizada como valor de
referéncia), podendo ser usado como alternativa no futuro o Método do aspartil B-
hidroxamato’®.

As proteinas totais das amostras ap6s a ressuspensao também apresentaram
grande variacdo, entre 16% & 148%. E possivel que haja perda de concentracdo
apds o processo de liofilizacdo’’, sendo entdo recomendado que as proteinas totais
anterior ao processo tivesse sido medidas.

Por fim, ndo se pode observar qualquer relacao entre o colapso das amostras e
sua atividade enzimatica resultante. Ao contrario do conhecimento convencional, o
colapso de um produto liofilizado ndo acarreta necessariamente em perda de
atividade e conformacgado. A liofilizacdo acima da Tg' de um produto liofilizado
acarreta em uma diminuic&o significativa do tempo e custo do processo’”.

Tradicionalmente, amostras amorfas sdo mantidas em um estado “vitreo”
abaixo de sua Tg’ durante a secagem primaria, permanecendo em um estado de alta
viscosidade (rubbery) porém fluido até uma significativa diminuicdo na concentracao
de agua da amostra. Tal viscosidade fluida pode levar a dano ou nao formacao dos
poros da pastilha liofilizada, acarretando em um produto ndo conforme (alto tempo
de ressuspensao, secagem apenas parcial, perda de estrutura/atividade da amostra,
etc)’8.

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
caracteristicas visuais de colapso, sendo chamado de microcolapso’®. Exemplo:
solugdes concentradas de imunoglobulina G tipo 4 mantiveram-se estaveis fisico e
quimicamente apds secagem primaria acima de Tg’, apresentando apenas uma

diminuicdo na concentracdo de imunoglobulina apds o processo’”.

5.5.4 Analise Estrutural das Misturas Pés-Liofilizacao

A Analise Estrutural das Misturas Pos-Liofilizacao por CD se encontra conforme
a Figura 16. As misturas apresentaram variacdo em seus milidegres, porém
apresentaram perfil muito similar entre elas, indicando a presenga de uma mistura
entre as estruturas secundarias a-hélices e folhas-p. Tal variagdo pode ser devido a
diferenca de concentracdo entre as misturas (como evidenciado na Tabela 13). A
Unica mistura que se mostrou diferente das demais foi a 22 (3% de sacarose) que
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apresentou um predominio de folhas-B. Por fim, nenhuma das misturas apresentou

perda de estrutura secundaria apds o processo.

e M1
—_—M2
M4
e V10
—M11

CD (mdeg)

M13
— 14
—M15
e M17

Absorbancia (nm)

Figura 16 — Caracterizagao por dicroismo circular (CD) das misturas de ASNase pés-liofilizacdo sem

alanina.
As amostras com alanina nao foram medidas devido a problemas de interferéncia do excipiente.
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6. CONCLUSAO

A producao de ASNases recombinantes resultou em proteina purificada, porém
com baixa atividade e quantidade insuficiente para o screening do excipientes. Foi
utilizada entdo uma versao da Eco ASNase comercial como enzima modelo.

A caracterizacao fisico-quimica dos excipientes resultou em cinco excipientes
candidatos para a formulagao: trealose, manitol, sacarose, glicina e alanina.

As formulagdes com combinacao entre os excipientes resultaram em Tcs muito
baixas, mostrando uma relacdo quadratica de efeitos, enquanto individualmente
mantiveram valores elevados. O manitol mostrou interferir nas Tcs de todas as
combinagdes que esteve presente, mas sua interferéncia nao resultou em modelo
matematico consistente.

Ja a alanina apresentou interferéncia na andlise estrutural e a sacarose foi o
Unico excipiente que apresentou mudanga na estrutura secundaria proteica. Quanto
a atividade enzimética, houve variagdo no método de Nessler para as misturas,
sendo necesséria a busca de uma alternativa futura.

Por fim as formulagcées de melhor desempenho foram as de ASNase contendo
trealose 3%, manitol 3%, alanina 3%, sacarose 3% e glicina 3%.
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