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1. Introducéo

A leucemia linfocitica aguda (LLA) corresponde a uma desordem hematoldgica,
evidenciada pela producao excessiva de linfocitos imaturos na medula 6ssea, 0s quais invadem
0 sangue periférico e se espalham para as regiGes extramedulares. Estima-se que a LLA
corresponda a 25% de todos os canceres infantis e a 80% de todas as leucemias (DIAZ-
BARRIGA et al., 2021).

Dentre os farmacos mais utilizados no tratamento da LLA encontra-se a L-asparaginase
(L-ASNase), uma enzima homotetramérica com propriedades antineoplasicas (DIAZ-
BARRIGA et al., 2021), a qual tem integrado os protocolos de quimioterapia combinada de
LLA por quase 3 décadas. Contudo, nota-se grande discussdo acerca de sua relacdo com a
ocorréncia de eventos adversos em pacientes que recebem a medicacdo (NARTA; KANWAR,;
AZMI, 2006).

A busca por novas proteoformas de L-ASNase tem sido constante desde sua instituicdo
como biofarmaco (COSTA-SILVA et al., 2020). Sendo assim, o presente estudo tem por intento
elucidar acerca do mecanismo de acdo da L-asparaginase, suas implicacdes clinicas e as
inovacdes nanobiotecnoldgicas desta enzima no tratamento da leucemia linfocitica aguda.

2. Materiais e métodos

O presente estudo trata-se de uma revisdo bibliogréafica integrativa, de abordagem
qualitativa, embasada na literatura cientifica disposta em artigos cientificos disponiveis em
lingua inglesa. As plataformas utilizadas para a pesquisa foram: PubMed, Nature, SCiELO e
Science Direct, sendo selecionados tanto estudos pagos, como os de livre acesso, pesquisados
a partir de descritores em inglés, tais como: “L-asparaginase”, “Acute Lymphoblastic
Leukemia” “L-Asparagine”, “Asparaginase”, “Nanomedicine” e “Cancer”. Tais termos foram
devidamente validados pelos Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS), sendo ainda acrescidos
com o conectivo “and” durante as pesquisas.

Foi realizada a analise preliminar de 48 trabalhos sendo, porém, selecionados apenas
13 dentre estes. Os critérios de inclusdo consistiram em artigos cientificos originais e completos
relacionados ao presente tema e publicados nos Gltimos anos. J& 0s resumos e quaisquer outros
trabalhos sem relacdo com a tematica foram excluidos.
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3. Resultados e discussoes

Segundo Egler, Ahuja e Matloub et al. (2016), os avancos na terapia da LLA
promoveram uma melhora substancial na sobrevida, em 5 anos, para os pacientes com idade
<20 anos, de 54% entre 1975 e 1977 e 90% entre 2004 e 2010. Tal fato, corrobora com a
instituicdo progressiva de protocolos clinicos pautados na utilizacdo da L-ASNase a partir da
década de 1960 (EGLER; AHUJA; MATLOUB, 2016).

Diaz-Barriga et al. (2021), por sua vez, mencionam que a ASNase é responsavel por
catalisar a desaminacgdo hidrolitica do aminoacido L-asparagina, formando &cido aspartico e
amonia. Este aminoacido, segundo Pokrovskaya et al. (2022), € vital nos processos metabolicos
de células normais e leucémicas. Contudo, estas Ultimas sdo incapazes de sintetiza-lo vide a
auséncia, ou baixa expressdo da enzima L-asparagina sintetase, passando, assim, a depender da
asparagina presente no soro (POKROVSKAYA et al., 2022).

A administracdo de ASNase, segundo Battistel et al. (2021), promove a clivagem da
asparigina serica, logo, o esgotamento desse aminoacido faz com que a taxa de producgdo de
DNA, RNA e proteinas declinem, induzindo a morte das células neoplasicas (BATTISTEL et
al., 2021).

Ceconello et al. (2020), relatam que a L-ASNase estd associada a inumeros efeitos
adversos, 0s quais sdo evidenciados pelo alto indice de reacBes de hipersensibilidade. Tal
achado vai ao encontro do estudo de Panosyan et al. (2004), que indica a origem bacteriana da
enzima como principal responsavel pela antigenicidade indesejada, culminando, ainda, na
formacéo de anticorpos anti-ASNase (CECONELLO et al., 2020; PANOSYAN et al., 2004).

Nesta l6gica, Narta, Kanwar e Azmi (2006), reportam que a imunogenicidade das L-
ASNases pode acarretar em manifestacdes alérgicas e reaces adversas devida a inibicdo da
sintese proteica. Bueno et al (2020), citam alguns eventos, como edema, eritema, desordens
respiratorias e na coagulacdo, pancreatite, broncoespasmos, neuro e hepatotoxicidade, reducéo
da pressao sanguinea, hipercalemia e choque anafilatico (BUENO et al., 2020).

De acordo com Battistel et al. (2020), os homens sdo 0s mais acometidos pelas reagdes
alérgicas. A frequéncia destes eventos, para os autores, oscila entre 3 a 45% havendo, ainda,
diferencas no perfil imunogénico de cada formulacéo, onde 13% a 30% concerniram as enzimas
nativas e 10% as formas conjugadas com polietilenoglicol (PEG). Esse achado, conforme
Beckett e Gervais (2019), podem ser explicados pelo fato dos epitopos da L-ASNase serem
camuflados com o PEG (BATTISTEL et al., 2020).

Ainda convém ressaltar o estudo realizado pelo Grupo de Oncologia Pediatrica sobre a
LLA de células B, citado por Panosyan et al. (2004), o qual mostra inviabilizacdo da terapia
completa de L-ASNase em 25% dos pacientes, devido a alta frequéncia de reacbes alérgicas
(PANOSYAN et al., 2004). Paralelamente, Asselin e Rizzari (2015), destacam que a deplecéo
plena e sustentada do aminoacido é crucial para o sucesso terapéutico a longo prazo (ASSELIN;
RIZZARI, 2015).

O tempo de meia-vida das L-ASNases nativas sdo naturalmente baixos (18-24 horas)
(NARTA; KANWAR; AZMI, 2006). Nesse sentido, Egler, Ahuja e Matloub et al. (2016),
salientam que a producdo de anticorpos, potencializa a reducdo da meia-vida sérica e atividade
da enzima. Em vista disso, Panosyan et al. (2004), apontam estudos que indicam maior rapidez
no clearance de pacientes com alta titulag&o de anticorpos anti-ASNases (PANOSY AN, 2004).

Pokrovskaya et al. (2022), ainda expdem que além da imunogecidade e da instabilidade
quimica da proteina, também pode ocorrer degradagdo e maior taxa de eliminacdo desta pelas
proteases lisossomais humanas, como a catepsina B e a asparagina endopeptidase
(POKROVSKAYA et al., 2022).

As estratégias de mitigagdo destes entraves baseiam-se na nanobiotecnologia sendo que,
a atual alternativa aprovada para uso clinico, tange as L-ASNases conjugadas com
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nanoparticulas de PEG (CECCONELLO, 2020). Segundo Ducan (2006), a conjugacédo
covalente de polimeros sintéticos a proteinas é capaz de promover maior resisténcia no plasma,
reduzir a imunogenicidade e pode, inclusive, elevar o efeito terapéutico (DUCAN, 2006).

Ademais, Narta, Kanwar e Azmi (2006), estimam que a meia-vida média para as L-
ASNases conjugadas seja de aproximadamente 357 horas. Contudo, para Asselin e Rizzari
(2015), esse valor pode ser reduzido em pacientes com hipersensibilidade prévia. Além disso,
Beckett e Gervais, (2019), enfatizam que a conjugacao, por si s, € insuficiente para eliminar a
imunogenicidade, tendo em vista o fendmeno de hipersensibilidade silenciosa mesmo em
pacientes tratados com L-ASNase peguilada, além de casos de reatividade em situacdes de
oscilacBes térmicas sofridas pelo biofarmaco (BECKETT; GERVAIS, 2019).

Nesse sentido, Pokrovskaya et al. (2022), citam outras tentativas de modificacdes
quimicas a fim de reduzir a imunogenicidade e melhorar a estabilidade térmica e proteolitica
da enzima. Os autores citam o acoplamento da L-ASNase ao dextrano, um composto capaz de
aumentar o raio hidrodindmico da proteina e diminuir sua taxa de filtracdo renal, porém este
possui efeito inferior ao PEG (POKROVSKAYA et al., 2022; ZAMAN, et al., 2019).

Vale ainda frisar que estudos pautados na imobilizacdo enzimatica, tal como os descritos
por Vina, Karsakevich e Bekers (2001), relatam a sintese de glicoconjugados de ASNase de
Erwinia carotovora, a partir da ligacdo covalente ao polissacarideo levano. A utilizagdo do
levano de alto peso molecular, neste trabalho, foi capaz de diminuir a atividade enzimaética,
aumentar o Km, pH 6timo da enzima e elevar a estabilidade térmica em temperaturas de 40°C
a 50°C (VINA; KARSAKEVICH; BEKERS, 2001). Ja Balcédo et al. (2001), por sua vez,
propdem a imobilizagdo covalente da enzima em suporte de agarose ativado, procedido de
crosslinking com aldeidos de alto peso molecular, promovendo, também, o aumento da
estabilidade térmica e reducfo da atividade enzimatica (BALCAO et al., 2001).

Além destas, outras formas de apresentacdo da ASNase sdo ambicionadas, tal como a
nanoencapsulacdo. Para Bueno et al. (2020), esta estratégia pode ser efetiva na protegdo contra
proteases e anticorpos. Os autores evidenciaram no estudo em questdo, a sintese de um
promissor polimerossomo. A estrutura foi capaz de suportar 800 moléculas de L-ASNases em
cada vesicula, sem que estas perdessem sua atividade (BUENO et al., 2020).

Pesquisas mais recentes, como o estudo pioneiro de Diaz-Barriga et al. (2021), trazem
a utilizacdo de encapsulacdo da ASNases de Escherichia coli em particulas semelhantes a virus,
baseadas em bacteriéfagos P22. Os autores evidenciaram acdo citotoxica da ASNase-P22 em
linhagens celulares MOLT-4, de forma dependente da concentracdo. Esses nanoreatores foram
funcionais na temperatura de 37°C e no soro humano por 24 horas, quando estabilizados com
glicerol a 10%, porém a eficiéncia enzimaética e a termoestabilidade foram menores quando
comparada a formulagio comercial Leunase® (DIAZ-BARRIGA et al., 2021). A tabela 1
indica outros exemplos de nanoencapsulacéo estudados para a ASNase.

Tabela 1 - Estratégias de encapsulacao estudadas para a ASNase.

Sistema Agente quimico Método Recuperacao de Referéncia
atividade enzimética
Nanoparticula  Quitosana e Gelatinizagéo 59,1% - 70,8% (BAHREINI
tripolifosfato de s6dio  ionotrépica et al., 2014)
Microparticula  Sericina da seda Crosslinkin com Retencédo de 62% (ZHANG et
glutaraldeido de atividade al., 2004)
Lipossomos Fosfolipideos de sojae Evaporacdo reversa 66,47% (WAN et al.,

colesterol 2016)
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Nanoparticula  Poli (acido latico-co- Dupla emulsificacdo 65,1% peguilada (SURIVAS

com enzima glicolico) 77,88% livre UDEV et al.,

peguilada 2011)

Nanoesfera oca Alginato-graft- Autoagregacao 37%-38% (HAetal.,
polietilenoglicol, a- 2010)

ciclodextrina
Fonte: Adaptado de Apolinario, (2018).

Pokrovskaya et al. (2022), ainda frisam que atualmente ha um novo biofarmaco de L-
ASNase sendo testado em ensaios clinicos, a Eryaspase, a qual corresponde a moléculas de L-
asparaginase inseridas em hemacias compativeis com o0s grupos sanguineos dos pacientes. A
encapsulagdo nos eritrocitos, assim como em lipossomos, evita o reconhecimento imunoldgico
e degradacdo pelas proteases. Além do maior tempo de meia-vida na corrente sanguinea,
também foi relatado a ndo formacdo de imunoglobulinas ap6s a administracdo do farmaco
(POKROVSKAYA et al., 2022).

4. Considerac0es finais

Tendo em vista 0s aspectos supracitados, pode-se dizer que a enzima L-asparaginase €
um biofarmaco de grande relevancia na esfera médica. Contudo, suas implicagcfes clinicas,
sobretudo do ponto de vista imunolégico, postergam ou inviabilizam o tratamento dos pacientes
com LLA. Sendo assim, as inovagdes nanobiomédicas e nanofarmacoldgicas aplicadas a esta
terapéutica, tem se constituido como principal recurso para a mitigacdo dos efeitos colaterais
causados pela proteina. Nesse sentido, é primordial a continuidade e intensificacdo dos estudos
clinicos voltados a pesquisa de novas nanoparticulas e formas de conjugacdo, bem como a
compreensdo dos aspectos farmacocinéticos e farmacodindmicos destes compostos, a fim de
alcancar o escopo esperado.
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