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RESUMO - A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é um dos tipos de cancer que apresenta
maior incidéncia infanto-juvenil, sendo a L-asparaginase o biofarmaco que atua como
primeira linha de tratamento, apresentando altos indices de cura. Casos de
hipersensibilidade e reacbes alérgicas a forma nativa da enzima levaram a
necessidade do desenvolvimento de novas variantes deste biofarmaco, por exemplo,
através da sua peguilacdo. Neste trabalho buscou-se simular o processo de producao
de L-asparaginase peguilada, em uma escala capaz de futuramente atender as
necessidades do mercado brasileiro. Através do uso do software SuperPro Designer®,
simulou-se um processo base (inicial) a partir de dados experimentais obtidos em
laboratorio. Ainda que o flowsheet basico represente o primeiro esforco de avaliacéo
técnico-econdmica deste processo, os dados obtidos permitem identificar importantes
restricdes de processo, como as etapas de peguilacéo e a etapa final de purificacao
(permeacdo em gel) sendo, portanto, uma ferramenta preciosa para orientar 0S
esforgos seguintes (experimentais) necessarios ao escalonamento do processo.

1. INTRODUCAO

A Leucemia Linfoide Aguda é o cancer caracterizado pela presenca de linfécitos na medula
Ossea e na corrente sanguinea, correspondendo a aproximadamente 25% dos diagnésticos em
criangas menores de 15 anos (Instituto Nacional do Céncer, 2020). A L-Asparaginase é uma
enzima usada como principal agente terapéutico no tratamento dessa doenca, com efeito anti-
leucémico através da inibi¢do do crescimento tumoral na hidrolise da asparagina necesséria para a
manutencdo das células tumorais, as quais dependem de asparagina extracelular para realizar a
sintese protéica (EI-Naggar et al., 2014). A L-Asparaginase ndo é produzida no Brasil, estando
disponivel no mercado em trés diferentes formulages: Leuginase® (Pequim, China), Spectrila®
(Medac, Alemanha) e Oncaspar® (Sigma-Tau, Italia). Todos esses biofarmacos apresentam alta
atividade anti-leucémica. Contudo, diferem no tempo de meia-vida, farmacocinéetica e
imunogenicidade. Seus valores variam entre US$ 38,00/dose a US$ 1.619,10/dose (Ministério da
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Saude, 2017). E interesse de nosso grupo de pesquisa a prospeccdo de novas Asparaginases e a
superacéo dos desafios para uma possivel producdo no Brasil.

No contexto de auxiliar o desenvolvimento de bioprocessos, existem simuladores
especialmente voltados para processos biofarmacéuticos (Petrides et al., 2014). O software
SuperPro Designer® é um software capaz de simular bioprocessos descontinuos e semi-continuos.
Diferentes cenarios podem ser gerados e modificados, de maneira dindmica e rapida, permitindo
avaliagdo teécnico-econdmica. Gargalos, inconsisténcias de scheduling e operagdes criticas podem
ser identificados, sendo ferramenta importante para a otimizagdo do processo.

O objetivo deste trabalho é simular o processo de producdo da L-asparaginase peguilada, em
escala capaz de futuramente suprir a demanda anual brasileira. Atraves de simulacdo
computacional, um processo base foi gerado com base em dados experimentais (Torres-Obreque,
2019). Ainda que o fluxograma basico represente o primeiro esforco de avaliacdo técnico-
econémica desse processo, os dados obtidos permitem estimar o valor por dose e a identificagdo
de gargalos do processo, mostrando-se uma ferramenta interessante para orientar os esforcos
experimentais necessarios para a melhoria do processo, bem como orientar futuras pesquisas.

2. MATERIAIS E METODOS

Cultivo em biorreator: O processo de simulacdo foi desenvolvido utilizando o software
SuperPro Designer v10 (Intelligen®, EUA), usando como base o processo de producdo de L-
Asparaginase em escala de bancada, descrito por Torres-Obreque (2019). Foi assumida uma
demanda correspondente a 62000 doses/ano (Ministério da Saude, 2017). Foram definidos
volumes de biorreator iguais a 150L e 1500 L para o preparo de indculo e o biorreator principal,
respectivamente. A bactéria E. coli recombinante foi cultivada em meio Luria Bertani com 50 pg
mL? de ampicilina a 37°C, com um tempo de cultivo de 5 h, inducdo por IPTG 0,1 mM, até
atingir uma concentracdo de 3,2 g/L de biomassa. A equacdo estequiométrica de fermentacéo
utilizada é apresentada a seguir:

1,96 0, + 3,5 CH} 79500,3No 2 + 5,05 CHy 7700,40N 24 = 21,42 CH, 005Ny 5 + 1,66 CO, + 2,31 H,0

Recuperacéo e purificacio: Respeitando o fator de escalonamento de 2130, a biomassa do
biorreator foi concentrada por uma centrifuga de discos para, em seguida, ser submetida a choque
osmético. A L-asparaginase liberada do periplasma foi clarificada novamente por centrifugacéo e
filtracdo dead-end. A solucdo foi entdo submetida a concentracdo/diafiltracdo por filtracdo
tangencial e equilibrio em tampéo fosfato de sdédio 20 mM, pH 5,5. A purificacdo foi feita em
coluna de cromatografia de troca idnica, seguida novamente de diafiltracéo.

Peguilacédo: A solucdo contendo L-asparaginase foi adicionado mPEG-NHS10 kDa por 30
min a 22°C. A purificacédo final da enzima peguilada ocorreu via cromatografia de permeacdo em
gel em tampao fosfato de s6dio 20mM, pH 7,5, para entdo seguir a etapa de esterilizacéo.

https://proceedings.science/p/143267?lang=pt-br
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nas premissas descritas anteriormente, foi estimada uma producdo de 2500
gramas da enzima recombinante por ano, sendo o flowsheet base (inicial) apresentado na Figura 1.
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Figura 1 — Flowsheet do cenério-base da simulagdo do processo de produgéo da L-asparaginase.

Foram utilizadas 28 operagdes unitérias, algumas ausentes no trabalho de Torres-Obreque
(2019), como tanques, compressores de gas e filtros de ar, e diafiltradores. Em seguida, relatorios
econémicos para avaliagdo da composicéo de custos do processo foram gerados (Figura 2).

Tratamento de Utilidades
residuos 0,1%
1,1%
L. . Solugdes
Matena-:)nma NaOH
43,4% 9,3%
mPEG-NHS
43,6%
Ampicilina
42,8%
Custos
trabalhistas
6,6%

Figura 2 — Composicao do custo de producéo da L-asparaginase peguilada.

Matérias-primas e custos associados a planta (depreciacdo, manutencdo, seguro, taxas
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locais, etc) corresponderam a 43% e 41% dos custos totais de producéo, respectivamente. Neste
trabalho, o reagente mPEG-NHS foi o componente com maior contribuicdo nos custos de
matérias-primas. Seu alto valor € justificado por seu alto valor de mercado e a elevada quantidade
utilizada na reacdo de peguilacdo (Torres-Obreque, 2019). Por fim, o antibiotico ampicilina
também contribuiu significativamente, representando 43% do custo de matérias primas. O custo
de producéo por grama de L-Asparaginase peguilada foi estimado em US$ 8520,00.

4. CONCLUSAO

Ainda que distante de representar um processo otimizado para producdo em larga escala, o
cendrio-base apresentado aqui permite concluir que algumas operacdes unitarias influenciam nos
custos de processo de forma desproporcional, em especial a etapa de peguilacdo. A otimizagédo da
etapa de reacdo e reaproveitamento da L-asparaginase ndo peguilada podem reduzir os custos
gerais do processo. No que diz respeito as etapas de purificacdo, verificou-se que os custos com
colunas e resinas de adsorcdo foram elevados, principalmente a cromatografia de permeacdo em
gel, sendo esta uma operagdo candidata a substituicdo. Ainda que o estudo detalhado do processo
ndo esteja concluido, observa-se que o alto custo da L-asparaginase peguilada oferecida no
mercado é justificAvel devido aos altos custos das etapas de peguilacdo e purificagdo, quando
comparado a enzima nativa. As proximas etapas desse estudo envolverdo a busca por novas
alternativas de peguilacdo e purificacdo, além da otimizacdo da etapa de fermentac&o.
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