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RESUMO – A Leucemia Linfoide Aguda (LLA) é um dos tipos de câncer que apresenta 

maior incidência infanto-juvenil, sendo a L-asparaginase o biofármaco que atua como 

primeira linha de tratamento, apresentando altos índices de cura. Casos de 

hipersensibilidade e reações alérgicas à forma nativa da enzima levaram à 

necessidade do desenvolvimento de novas variantes deste biofármaco, por exemplo, 

através da sua peguilação. Neste trabalho buscou-se simular o processo de produção 

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 

laboratório. Ainda que o flowsheet básico represente o primeiro esforço de avaliação 

técnico-econômica deste processo, os dados obtidos permitem identificar importantes 

restrições de processo, como as etapas de peguilação e a etapa final de purificação 

(permeação em gel) sendo, portanto, uma ferramenta preciosa para orientar os 

esforços seguintes (experimentais) necessários ao escalonamento do processo. 

 

1. INTRODUÇÃO  

A Leucemia Linfoide Aguda é o câncer caracterizado pela presença de linfócitos na medula 

óssea e na corrente sanguínea, correspondendo a aproximadamente 25% dos diagnósticos em 

crianças menores de 15 anos (Instituto Nacional do Câncer, 2020). A L-Asparaginase é uma 

enzima usada como principal agente terapêutico no tratamento dessa doença, com efeito anti-

leucêmico através da inibição do crescimento tumoral na hidrólise da asparagina necessária para a 

manutenção das células tumorais, as quais dependem de asparagina extracelular para realizar a 

síntese protéica (El-Naggar et al., 2014). A L-Asparaginase não é produzida no Brasil, estando 

disponível no mercado em três diferentes formulações: Leuginase® (Pequim, China), Spectrila® 

(Medac, Alemanha) e Oncaspar® (Sigma-Tau, Itália). Todos esses biofármacos apresentam alta 

atividade anti-leucêmica. Contudo, diferem no tempo de meia-vida, farmacocinética e 

imunogenicidade. Seus valores variam entre US$ 38,00/dose a US$ 1.619,10/dose (Ministério da 
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Saúde, 2017). É interesse de nosso grupo de pesquisa a prospecção de novas Asparaginases e a 

superação dos desafios para uma possível produção no Brasil. 

No contexto de auxiliar o desenvolvimento de bioprocessos, existem simuladores 

especialmente voltados para processos biofarmacêuticos (Petrides et al., 2014). O software 

SuperPro Designer® é um software capaz de simular bioprocessos descontínuos e semi-contínuos. 

Diferentes cenários podem ser gerados e modificados, de maneira dinâmica e rápida, permitindo 

avaliação técnico-econômica. Gargalos, inconsistências de scheduling e operações críticas podem 

ser identificados, sendo ferramenta importante para a otimização do processo. 

O objetivo deste trabalho é simular o processo de produção da L-asparaginase peguilada, em 

escala capaz de futuramente suprir a demanda anual brasileira. Através de simulação 

computacional, um processo base foi gerado com base em dados experimentais (Torres-Obreque, 

2019). Ainda que o fluxograma básico represente o primeiro esforço de avaliação técnico-

econômica desse processo, os dados obtidos permitem estimar o valor por dose e a identificação 

de gargalos do processo, mostrando-se uma ferramenta interessante para orientar os esforços 

experimentais necessários para a melhoria do processo, bem como orientar futuras pesquisas. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

Cultivo em biorreator: O processo de simulação foi desenvolvido utilizando o software 

SuperPro Designer v10 (Intelligen®, EUA), usando como base o processo de produção de L-

Asparaginase em escala de bancada, descrito por Torres-Obreque (2019). Foi assumida uma 

demanda correspondente a 62000 doses/ano (Ministério da Saúde, 2017). Foram definidos 

volumes de biorreator iguais a 150L e 1500 L para o preparo de inóculo e o biorreator principal, 

respectivamente. A bactéria E. coli recombinante foi cultivada em meio Luria Bertani com 50 μg 

mL-1 de ampicilina a 37°C, com um tempo de cultivo de 5 h, indução por IPTG 0,1 mM, até 

atingir uma concentração de 3,2 g/L de biomassa. A equação estequiométrica de fermentação 

utilizada é apresentada a seguir: 

1,96 𝑂2 + 3,5 𝐶𝐻1,795𝑂0,3𝑁0,2 + 5,05 𝐶𝐻1,77𝑂0,49𝑁0,24 → 21,42 𝐶𝐻1.8𝑂0.5𝑁0.2 + 1,66 𝐶𝑂2 + 2,31 𝐻2𝑂 

Recuperação e purificação: Respeitando o fator de escalonamento de 2130, a biomassa do 

biorreator foi concentrada por uma centrífuga de discos para, em seguida, ser submetida a choque 

osmótico. A L-asparaginase liberada do periplasma foi clarificada novamente por centrifugação e 

filtração dead-end. A solução foi então submetida a concentração/diafiltração por filtração 

tangencial e equilíbrio em tampão fosfato de sódio 20 mM, pH 5,5. A purificação foi feita em 

coluna de cromatografia de troca iônica, seguida novamente de diafiltração. 

Peguilação: A solução contendo L-asparaginase foi adicionado mPEG-NHS10 kDa por 30 

min a 22°C. A purificação final da enzima peguilada ocorreu via cromatografia de permeação em 

gel em tampão fosfato de sódio 20mM, pH 7,5, para então seguir à etapa de esterilização. 
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3. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Com base nas premissas descritas anteriormente, foi estimada uma produção de 2500 

gramas da enzima recombinante por ano, sendo o flowsheet base (inicial) apresentado na Figura 1.  

 

Figura 1 – Flowsheet do cenário-base da simulação do processo de produção da L-asparaginase. 

Foram utilizadas 28 operações unitárias, algumas ausentes no trabalho de Torres-Obreque 

(2019), como tanques, compressores de gás e filtros de ar, e diafiltradores. Em seguida, relatórios 

econômicos para avaliação da composição de custos do processo foram gerados (Figura 2). 

 

Figura 2 – Composição do custo de produção da L-asparaginase peguilada. 
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locais, etc) corresponderam a 43% e 41% dos custos totais de produção, respectivamente. Neste 

trabalho, o reagente mPEG-NHS foi o componente com maior contribuição nos custos de 

matérias-primas. Seu alto valor é justificado por seu alto valor de mercado e a elevada quantidade 

utilizada na reação de peguilação (Torres-Obreque, 2019). Por fim, o antibiótico ampicilina 

também contribuiu significativamente, representando 43% do custo de matérias primas. O custo 

de produção por grama de L-Asparaginase peguilada foi estimado em US$ 8520,00. 

4. CONCLUSÃO 

Ainda que distante de representar um processo otimizado para produção em larga escala, o 

cenário-base apresentado aqui permite concluir que algumas operações unitárias influenciam nos 

custos de processo de forma desproporcional, em especial a etapa de peguilação. A otimização da 

etapa de reação e reaproveitamento da L-asparaginase não peguilada podem reduzir os custos 

gerais do processo. No que diz respeito às etapas de purificação, verificou-se que os custos com 

colunas e resinas de adsorção foram elevados, principalmente a cromatografia de permeação em 

gel, sendo esta uma operação candidata a substituição. Ainda que o estudo detalhado do processo 

não esteja concluído, observa-se que o alto custo da L-asparaginase peguilada oferecida no 

mercado é justificável devido aos altos custos das etapas de peguilação e purificação, quando 

comparado à enzima nativa. As próximas etapas desse estudo envolverão a busca por novas 

alternativas de peguilação e purificação, além da otimização da etapa de fermentação.  
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