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RESUMO

Introducdo: A L-asparaginase tem sido estudada como alternativa no tratamento da Leucemia
Linfoblastica Aguda (LLA) uma vez que possui a capacidade de induzir apoptose em células
leucémicas sem causar danos as células normais. Estudos mostraram beneficios no tratamento da
LLA, porém com o risco de desenvolver efeitos adversos. Objetivo: Este trabalho visa apresentar e
explicar o histérico da L-asparaginase, desafios enfrentados pelo Brasil, mecanismos de acdo que
envolvem as formas da enzima e efeitos adversos de sua utilizacdo. Métodos: Foram incluidos
neste trabalho 54 artigos na lingua portuguesa e inglesa consultados em bancos de artigos como
PubMed e SciELO, entre o periodo de 1953 até 2021. Resultados: A L-asparaginase € uma enzima
que converte asparagina em aspartato e amonia, isolada a partir de col6nias de Escherichia coli e de
Erwinia chrysanthemi, além disso foi polimerizada com polietilenoglicol. O uso de corticosteroides,
anti-histaminicos e suplementacdo vitaminica se mostraram eficientes para amenizar os efeitos
adversos. Conclusdes: E necessario evitar um desabastecimento de L-Asparaginase no Brasil,
principalmente por conta da dificuldade de comercializacdo e alto custo, mesmo sendo um

medicamento presente na lista da Organizacdo Mundial da Salde, considerado essencial.
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Universidades e centros de pesquisas estdo avaliando novas possibilidades de tratamento com a L-

Asparaginase que sejam mais viaveis em relacdo ao custo e aos efeitos adversos.

PALAVRAS-CHAVE: Leucemia Linfoblastica Aguda; Asparaginase; Antineoplasico; Escherichia

coli.
ABSTRACT

Introduction: L-asparaginase had been studied as an alternative in the treatment of Acute
Lymphoblastic Leukemia (ALL) because it has the ability to induce apoptosis in leukemic cells
without causing damage to normal cells. Studies have shown benefits in the treatment of ALL, but
with the risk of developing adverse effects. Objective: This work aims to present and explain the
history of L-asparaginase, advantages, disadvantages, challenges faced by Brazil, in addition to the
mechanisms of action involving the forms of the enzyme, and adverse effects of its use. Methods:
Articles in portuguese and english were included in this work, consulted in article banks such as
PubMed and SciELO, covering the period from 1953 to the present day in 2021. Results: L-
asparaginase is an enzyme that breaks down asparagine into aspartate and ammonia, it was isolated
from colonies of Escherichia coli and Erwinia chrysanthemi. In addition, the enzyme was
polymerized with polyethylene glycol. The use of corticosteroids, antihistamines and vitamin
supplementation proved to be effective in mitigating adverse effects. Conclusions: They are
examined to avoid a shortage of L-asparaginase in Brazil, mainly due to the difficulty of marketing
and high costs, even though being a drug present in the list of the World Health Organization as
essential. Research universities are evaluating new treatment possibilities with L-Asparaginase that

are more viable in terms of cost and adverse effects.
KEYWORDS: Acute Lymphoblastic Leukemia; Asparaginase; Antineoplastic, Escherichia coli.

INTRODUCAO
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A L-asparaginase € uma enzima que cataboliza a hidrolise do aminoéacido asparagina em aspartato e
amonia.> O interesse por essa enzima na pesquisa surgiu quando Kidd em 1953, administrou soro de
suinos em ratos com linfoma e misteriosamente os ratos se curaram. Porém, apenas com o0s estudos
de Broome em 1963, foi descoberto que a L-asparaginase presente no soro tinha propriedades

antilinfoma.?®

Apesar do fato da asparagina ser sintetizada pelas células normais, as células neoplasicas ndo séo
capazes de produzi-la*°, além disso este aminoacido age diretamente no cérebro, sendo assim uma
das suas principais fungdes é manter a satde do sistema nervoso.®> Sabendo-se disto, as pesquisas
sobre a enzima cresceram bastante até conseguirem isolar a L-asparaginase com efeito

antileucémico a partir de culturas de Escherichia coli (E. coli) e de Erwinia chrysanthemi.®’

A eficécia terapéutica da L-asparaginase contra a leucemia linfoblastica aguda (LLA), que é uma
doenca neoplasica que acomete principalmente criancas de até 5 anos, foi comprovada apos a
enzima ser testada em uma crianca com a doenca.® Apés ser utilizado em estudo com um nimero
maior de pacientes, a utilizacdo da enzima levou ao surgimento de efeitos adversos como reacdes de
hipersensibilidade, disfuncdo hepatica, pancreatite, neuropatias e defeitos da coagulagdo.’*?
Posteriormente outros pesquisadores conseguiram alterar a estrutura da L-asparaginase de E. coli

adicionando polietilenoglicol (PEG), diminuindo os efeitos toxicos.***

A faixa etaria mais acometida pela LLA é criancas de até 5 anos, sendo gque pesquisas recentes
mostraram que no intervalo de 2008 até 2017, foram registrados mais de 10 mil casos de 6bitos no
Brasil, representando cerca de 17% e ocupando o 3° lugar em mortes por leucemias.”>*” Com os
referentes dados de mortalidade, a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), busca acrescentar novos
medicamentos aos protocolos e formas de amenizar as estatisticas. Com isto, durante a atual
realidade em que se encontra o Brasil, a OMS tem a L-asparaginase como medicamento essencial

para o tratamento da LLA.*®
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A Fundagdo Oswaldo Cruz do Parana e pesquisadores da Universidade de S&o Paulo (USP) estdo
desenvolvendo novas formas de utilizacdo da enzima L-asparaginase para que as reacfes adversas
sejam minimas. *?° Neste sentido, mostra-se tamanha importancia da pesquisa e experimentos sobre

a enzima que poderd, um dia, ser produzida e comercializada em massa no Brasil.

A Figura 1 apresenta uma linha cronologica resumindo os principais eventos relacionados a

aplicacdo da L-asparaginase no tratamento da leucemia linfoblastica aguda.

Figura 1 — Cronologia da enzima L-asparaginase
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Fonte: Os autores.

Nesse contexto, o presente estudo objetivou revisar a literatura cientifica especializada sobre os
mecanismos de acdo que envolvem as formas da L-asparaginase, seus efeitos adversos, e apresentar

os dados que comprovam a eficiéncia e seguranca no tratamento da LLA.
CASUISTICA E METODOS

Trata-se de um artigo de revisdo narrativa com a utilizacdo de 54 artigos de pesquisa exploratoria,
como ilustrado na Tabela 1 a seguir, em bancos de trabalhos cientificos (SCIELO, PubMed e outras

plataformas).
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Tabela 1: Tipos e quantidade de artigos utilizados no presente estudo.

Tipos de artigos Quantidade de artigos
Artigos Originais 09
Artigos Experimentais 20
Artigos de Revisdo 08
Livros 07
Web sites 10

Fonte: Os autores.

Para a realizacdo das buscas, os termos empregados, no portugués, foram: L-asparaginase, Enzima,
Leucemia Linfoblastica Aguda, Antineoplasico, Toxicologia, Escherichia coli, Erwinia
chrysanthemi, PEG Asparaginase, Mecanismo de acdo; e no inglés: L-asparaginase, Enzyme, Acute
Lymphoblastic Leukemia, Antineoplasic, Toxicology, Escherichia coli, Erwinia chrysanthemi,

PEG asparaginase, Mechanism of action.

Nessa pesquisa foram incluidos artigos na lingua portuguesa e inglesa, além disso foram incluidos
artigos que contribuiram a construcdo da sequéncia cronoldgica utilizada na introducdo para
enfatizar os fatos ocorridos naquela época e no desenvolvimento do trabalho para detalhar e
explicar cada topico, compreendendo os anos de 1953 até 2021. Iniciando com 1953 justamente
porque foi o ano da primeira publicagdo de um artigo cientifico com relagdo ao tema do trabalho.
Foram excluidos artigos que ndo acrescentaram informacdes Uteis para comprovar fatos cientificos

durante a cronologia. Esta pesquisa ndo recebeu financiamento.
RESULTADOS E DISCUSSAO
A enzima L-asparaginase

No metabolismo humano, a enzima L-asparaginase degrada o aminoécido asparagina em aspartato e

amonia (Figura 2). O aspartato podera seguir duas vias: (a) Ciclo de Krebs, convertendo-se em
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oxaloacetato para formar ATP, ou (b) Ciclo da ornitina, associando-se com a citrulina para formar
substancias intermediarias para, ao final, produzir ureia. A amonia sera transportada ao figado ou
aos rins através da glutamina, e esta sera convertida em ureia pelo ciclo da ornitina, o qual o
aspartato participa, e entdo ser eliminada na urina, pois concentracdes séricas elevadas podem ser

téxicas ao organismo."*?!

Figura 2 - Esquema do metabolismo do aspartato e da amdnia sob acéo da L-asparaginase
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Acdo da L-asparaginase contra a Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA)

A leucemia esta relacionada ao crescimento descontrolado de leucdcitos, e as principais causas
desta doenca ainda ndo foram esclarecidas, mas sabe-se que esta relacionada diretamente a fatores
hereditarios e genéticos, afetando principalmente criancas.?> As leucemias sdo classificadas de
acordo com a linhagem celular, mieloide ou linfoide, e de acordo com o grau de maturidade da
célula, agudas ou cronicas. A LLA, é subdividida ainda em 3 tipos, L1, L2 e L3. Essa subdivisdo

tem relacdo com as formas e colorago das células vistas em microscopia.??

Referente ao diagnostico laboratorial dessa doenca, os principais métodos sdo: morfoldgico,

imunofenotipico, citoquimico, citogenético e molecular.?® Devido as elevadas taxas de mortalidade,
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principalmente criangas de até 5 anos, pesquisadores buscam comprovar e descobrir novos métodos

de tratamento utilizando a enzima L-asparaginase.

A aplicagdo da enzima no tratamento da LLA consiste no fato de que as células normais do corpo
humano sdo capazes de sintetizar o aminoacido asparagina a partir de aspartato (Figura 3), devido a
presenca de genes que codificam a enzima asparagina sintetase, sendo esta responsavel pela
biossintese de asparagina endégena.*?* No entanto, as células neoplésicas perdem a capacidade de
sintetizar asparagina, dependendo exclusivamente de fontes exdgenas do aminoécido, o qual se

encontra no plasma, para sua sobrevivéncia, metabolismo e divisao celular.*>%

Figura 3 — Mecanismo de a¢do da L-asparaginase contraa LLA
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Fonte: os autores

Desta forma, a L-asparaginase degrada toda asparagina plasmatica fazendo com que os blastos
leucémicos fiquem sem nenhuma fonte de asparagina, logo ndo sdo capazes de sintetizar proteinas

vitais a sua sobrevivéncia resultando em morte celular?®. Entretanto, as células normais do
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organismo sobrevivem, pois sdo capazes de sintetizar o aminoacido em seu citoplasma,

evidenciando o potencial efeito antineoplasico da enzima L-asparaginase**.

Apds obterem este conhecimento tedrico, pesquisadores comegaram a utilizar a enzima em criancgas
com LLA para comprovar a possivel eficacia de tratamento.® Apés algum tempo, os pacientes
apresentaram regressdao do cancer, seguindo novos protocolos com a utilizagdo apenas da L-

asparaginase ou em combinac&o com outros farmacos quimioteréapicos e anti-inflamatorios®*"%,

L-asparaginase produzida por Escherichia coli

Pertencente a Familia Enterobacteriaceae, a E. coli € um bastonete Gram Negativo que apresenta
motilidade através de flagelos, presente na microbiota intestinal humana, estando associada a

quadros clinicos de diarreia, infeccdo do trato geniturinério, sepse e meningite.?®

As bactérias desta familia sdo capazes de fermentar diversas variedades de carboidratos, produzir
catalase e reduzir nitrato a nitrito, desta forma elas representam microrganismos facilmente
identificveis pelas provas bioquimicas de fermentacdo de carboidratos como glicose, lactose e

sacarose, principalmente?®.

Por possuir um metabolismo amplo e complexo, a E. coli foi a primeira bactéria estudada que
apresenta a capacidade de codificar e produzir a L-asparaginase com efeito antineoplasico in vitro.®

Apbs tal descoberta, a enzima foi testada em criancas com LLA para avaliar a capacidade de
deplecéo dos niveis de asparagina plasmaética e verificar o aparecimento de efeitos adversos®?,
Dados os fatos, a producdo da enzima L-asparaginase com fim terapéutico foi iniciada em larga

escala, sendo classificada como L-asparaginase nativa de E. coli.’
L-asparaginase produzida por Erwinia chrysanthemi

Erwinia chrysanthemi é um bastonete Gram negativo mdével presente no ambiente, classificado

como uma fitobactéria e é capaz de infectar e gerar quadros patolégicos em plantas como a
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podriddo mole, queimaduras e murchas.®** Portanto, néo é considerada uma bactéria patogénica ao

ser humano, pois ndo é capaz de se instalar e nem de gerar danos ao organismo humano®**2.

A E. chrysanthemi tornou-se importante nas pesquisas da L-asparaginase pois pesquisadores
descobriram que assim como a E. coli, a E. chrysanthemi era capaz de codificar a enzima com

potencial acdo antileucémico.’

A L-asparaginase de E. chrysanthemi tornou-se uma alternativa de segunda linha no tratamento a
LLA para casos de desenvolvimento de hipersensibilidades nos pacientes que utilizavam a enzima
nativa de E. coli.>** Os estudos mostraram que a enzima produzida por E. chrysanthemi apresentava
menor chance de desenvolver respostas imunoldgicas, porém com tempo de meia-vida menor que a

forma nativa de E. coli.®
PEG-asparaginase

A utilizacdo da L-asparaginase nativa de E. coli em pacientes com LLA apresentou uma série de
efeitos adversos que serdo discutidos mais a frente, desta forma surgiu o interesse em tentar alterar a

estrutura da enzima como forma de minimizar tais efeitos*>'4%,

Sendo assim, os pesquisadores utilizaram o polietilenoglicol (PEG) como substancia capaz de se
polimerizar e ligar covalentemente a estrutura da enzima L-asparaginase nativa de E. coli, com a
finalidade de diminuir a antigenicidade da enzima sem prejudicar a acéo antineoplasica.”>** Com
isto, ap6s apresentar-se como uma forma enzimatica menos téxica, a PEG-asparaginase apresentou
ter um tempo de meia-vida cinco vezes maior que a nativa de E. coli e nove vezes maior que a
enzima produzida por E. chrysanthemi, além de aumentar sua atividade enzimatica na deplecdo dos

niveis de asparagina plasmatica®’.
Efeitos adversos da enzima L-asparaginase

O efeito antileucémico é o mecanismo desejavel da L-asparaginase, porém, assim como todo

farmaco ela € capaz de ocasionar reacOes adversas. Estudos mostraram uma relacdo entre a
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diminuicdo da atividade enziméatica e 0 aumento da producgdo de anticorpos, isto ocorre devido a
estrutura proteica quaternaria complexa da L-asparaginase, aumentando suas propriedades

imunogénicas e levando & producéo de anticorpos de todas as classes**?*?’.

Os anticorpos produzidos podem inativar a enzima, desencadeando uma cadeia de citocinas e
estimulando reacdes de hipersensibilidade, apresentando sintomas anafilaticos como febre, dispneia,

eritema, erupcdes cutaneas, prurido, nduseas e vomitos® 122283841,

Entretanto, a inativacdo da L-asparaginase pode ser silenciosa, ou seja, em alguns casos 0S

pacientes n&o apresentam sintomas mas produzem anticorpos contra a enzima?®.

Alguns estudos revelaram a acdo da L-asparaginase sobre a glutamina, devido as semelhancas nas
estruturas bioquimicas com a asparagina, concomitantemente a medida que a asparagina é
hidrolisada no plasma, a glutamina é degradada nos tecidos normais para que ocorra biossintese de

asparagina®*,

A deficiéncia destes aminodcidos, decorrente da utilizacdo da L-asparaginase, ocasiona uma
disfuncdo hepatica levando a producdo difusa de proteinas e enzimas, isso € evidenciado pelas
alteracdes de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina,
aumento das bilirrubinas gerando ictericia, dislipidemias, principalmente hipertrigliceridemia,
hipoalbuminemia e diminuicdo dos fatores da coagulagdo.’*“%4>** Estas disfuncées podem evoluir

para quadros de esteatose hepatica e hepatites***.

A sintese proteica prejudicada pelo uso da enzima também afeta as fun¢Bes pancreéticas, enddcrinas
e exocrinas, comprometendo principalmente o metabolismo da glicose pela diminuicdo da insulina,
além disso também ocasiona alteracdes nos niveis de amilase e lipase, desenvolvendo quadros de
pancreatite, hiperglicemia, diabetes mellitus temporério e em casos mais graves, evolucdo para

necrosell,37,4l,45,46.
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A hidrélise da asparagina no tratamento com L-asparaginase resulta na producdo de aménia, e sua
concentracdo plasmatica aumenta significativamente de forma a desenvolver quadro de
hiperamonemia, tornando-se téxica ao sistema nervoso central (SNC)*?%. Os neurdnios possuem
reservas de a-cetoglutarato destinado a producdo de ATP em suas mitocondrias, a elevacdo dos
niveis de amonia leva a sua entrada nos neurénios e, uma vez em contato com o a-cetoglutarato,

produzira glutamato, que além de ser um aminoécido também é um neurotransmissor.*

A queda das reservas de a-cetoglutarato e o aumento de glutamato podem comprometer o0s
neuronios, levando a quadros de cefaleia, letargia, alucinagdes, lentiddo difusa, agitagdo, convulsdes

e Coma9,11,21,38,40,44,47 .

Outro efeito colateral apresentado nas pesquisas foi a morte por sepse, que muitos autores
relacionaram a propria E. coli presente no medicamento L-asparaginase, porém estas suposicdes ja
foram descartadas e o principal motivo das sepses foi o quadro de imunodepressdo dos
pacientes.”>**! Foram observados alguns casos de hemorragias espontaneas, e a principal hipétese
seria pela baixa producdo de certos fatores da coagulacdo, o que levaria principalmente ao

aparecimento de convulsées por comprometer 0 SNC*2%47.

A enzima, apds peguilagdo, mostrou-se mais eficiente, porém, também apresenta seus efeitos
adversos, sendo o principal deles a perda de propriedade de longa circulacdo, devido a sua forte
acdo imunolégica.*® Reacdes de hipersensibilidades e hepatotoxicidade, podendo ocasionar

esteatose hepética e ictericia, também foram descritos na literatura'®t3843,

A Figura 5 sumariza de forma esquematica e didatica os principais efeitos adversos encontrados nos

pacientes sob tratamento com a L-asparaginase descritos na literatura.
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Figura 5. Principais efeitos adversos resultantes da utilizagdo da L-Asparaginase no tratamento da LLA.
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S “:"- *’ - Sepse .
® ﬁ - Hemorragia
o * espontianea
Outros A

A utilizacdo de corticosteroides e anti-histaminicos demonstrou diminui¢do dos sintomas alérgicos,

Fonte: Os autores.

porém ndo impediu a formacdo de anticorpos contra a L-asparaginase.’ Alguns estudos
demostraram a amenizacdo dos efeitos hepaticos nos pacientes com LLA quando suplementados
com L-carnitina e complexo de vitaminas B.** Em alguns casos, faz-se necessario o uso da insulina
como tratamento da hiperglicemia gerada pelas alteracdes pancreéticas.*** A administracdo de
anticonvulsivantes pode ser utilizada sem interromper o tratamento da L-asparaginase, além disso a
administragdo de lactulose e rifaximin adjunto & hemodiélise mostraram eficicia contra a

hiperamonemia®**’.

Histdrico do uso da L-asparaginase no Brasil

Até o0 ano de 2018 nenhuma L-Asparaginase possuia registro no Brasil. O Ministério da Saude
fornecia o medicamento Aginasa® através da sua importacdo pela empresa alemd MEDAC, que

perdeu seu registo alemdo em 2013, encerrando a importacdo do medicamento. A empresa ainda
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ofereceu outro fa&rmaco com o mesmo principio ativo, porém a Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA) negou o registro®*".

Para evitar um possivel desabastecimento de L-Asparaginase no Brasil, em 2017 o Ministério da
Satde autorizou a compra da Leuginase®, um medicamento chinés que possui registro de qualidade
no seu pais de origem, para garantir ser um medicamento eficaz**>!. Além disso, a ANVISA
autorizou o registro da Oncospar® em 2018 como novo medicamento ao tratamento de LLA em

criangas™.

Porém, existem pesquisas que informam reacGes adversas graves quando os pacientes utilizam
Leuginase no tratamento da LLA, gerando opinides diferentes em relacdo a este farmaco e

mostrando assim uma necessidade de pesquisas e revisdes para solucionar tais pontos™>%°.

O Brasil vem enfrentando dificuldades na obtencdo da L-Asparaginase, mostra-se necessario 0
registro de outros medicamentos pela ANVISA, para evitar somente uma op¢do no mercado
brasileiro de medicamento com registro, a Oncospar. Bem como considerando que os farmacos a
base de L-Asparaginase se encontram na lista de medicamentos essenciais da Organiza¢do Mundial

da Satide!®4%%!,
CONSIDERACOES FINAIS

A L-Asparaginase € um medicamento importante para o tratamento de pacientes com leucemia,
sobretudo as criangas. E necessario evitar um desabastecimento de L-Asparaginase no Brasil,
principalmente em razdo do alto custo e da dificuldade de comercializagdo, mesmo sendo um
medicamento da lista da Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) considerado essencial.
Universidades e centros de pesquisas estdo avaliando novas possibilidades de tratamento com a L-

Asparaginase que sejam mais vidveis em relacdo ao custo e aos efeitos adversos.
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