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RESUMO 

 

 

Introdução/ objetivos: A leucemia linfóide aguda (LLA) é a neoplasia mais frequente na 

infância. Embora dados internacionais descrevam taxas de cura próximas a 90%, no Brasil 

essas taxas não ultrapassam 70%. Um dos principais fármacos utilizados no tratamento destes 

pacientes é a Asparaginase (ASNase). Atualmente três formas diferentes são disponíveis: 

E.coli derivada, Erwinia derivada e Peguilada. A atividade desta medicação pode ser 

influenciada por diferentes fatores como produção de anticorpos e/ou farmacocinética 

diferente entre as formulações. Assim, medir os níveis de atividade da ASNase permite 

ajustar a terapia dos pacientes de forma personalizada. Nosso objetivo foi implementar o teste 

laboratorial para medir a atividade da ASNase, comparando os resultados encontrados a fim 

de otimizar a terapia em todos os pacientes de um hospital regional do Brasil. Material e 

métodos:  foram coletadas amostras de 43 crianças com LLA em tratamento conforme o 

protocolo BFM em um hospital universitário no sul do Brasil. 19 pacientes receberam 

ASNase derivada de E.coli, denominada Aginasa ou Leuginase e 26 receberam ASNase 

peguilada, sendo que 2 destes receberem ASNase derivada de E.coli inicialmente. 

Resultados: Foram analisadas 262 amostras de plasma de 19 pacientes que receberam 

ASNase E. coli que foram coletadas 24h e 48h após cada infusão. Em 14 das 74 amostras 

(18,9%), a atividade da Aginasa foi inferior a 0,1 UI / mL, enquanto as 56 amostras restantes 

apresentaram atividades ≥0,1 UI / mL. No caso da Leuginase, 183 de 188 amostras (97,3%) 

não atingiram 0,1 UI / mL, enquanto as 5 amostras restantes tiveram atividades ≥0,1 UI / mL. 

Dos 26 pacientes que receberam PEG ASNase, 84 amostras foram analisadas que foram 

coletadas 7 e 14 dias após a infusão. Apenas 1 das 84 amostras (1,19%), teve atividade 

inferior a 0,1 UI / mL, enquanto as 83 amostras restantes apresentaram atividades ≥0,1 UI / 

mL. Conclusões: Nosso estudo mostra uma clara diferença de níveis de atividade alcançados 

pela Aginasa e Leuginase quando usadas em doses comparáveis. Os níveis de atividade da 

Leuginase estão abaixo dos valores desejáveis na maior parte dos pacientes nas doses usadas. 

Já os resultados obtidos com Aginasa alcançaram níveis satisfatórios, semelhantes aos 

descritos na literatura internacional. Em relação aos pacientes que receberam PEG ASNase, a 

quase totalidade obteve atividade adequada. Isto foi observado mesmo naqueles pacientes que 

previamente não tinham alcançado atividade com a Leuginase. Esses resultados destacam a 

importância de verificar o nível de atividade da ASNase em pacientes em tratamento com 

LLA. Nossos resultados devem ser úteis para projetar melhores tratamentos e elucidar as 

mudanças no comportamento clínico dos pacientes, além de permitir eventuais ajustes de 

dose e regimes de tratamento.  

PALAVRAS-CHAVE: asparaginase, leucemia linfoide aguda, monitoramento, atividade, 

hipersensibilidade clínica, inativação silenciosa. 
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ABSTRACT  

 

Backgroung / objectives: Acute lymphoid leukemia (ALL) is the most common neoplasm in 

childhood. Although there are international protocols that reach cure rates of 90%, in Brazil 

these rates are close to 70%. One of the main drugs used is asparaginase (ASNase). Currently 

three different forms are available: E.coli derived, Erwinia derived and Pegylated. The 

activity of this medication can be influenced by different factors such as antibody production 

and pharmacokinetics between formulations. Thus, measuring ASNase activity levels allows 

patients to adjust their therapy in a personalized way. Our goal was to implement the 

laboratory test to measure ASNase activity, comparing the results found in order to optimize 

therapy in all patients at a regional hospital in Brazil. Material and methods: samples were 

collected from 43 children with ALL who were undergoing treatment to the BFM protocol at 

a university hospital in southern Brazil. 19 patients received ASNase derived from E. coli, 

referred to as Aginasa or Leuginase and 26 received pegylated ASNase, 2 of which received 

E.coli derived ASNase initially. Results: 262 plasma samples from 19 patients who received 

ASNase E coli were analyzed and were collected 24h and 48h after each infusion. In 14 of 

the 74 samples (18,9%), the activity of Aginasa was less than 0.1 IU / mL, while the 

remaining 56 samples showed activities ≥0.1 IU / mL. In the case of Leuginase, 183 of 188 

samples (97,3%) did not reach 0.1 IU / mL, while the remaining 5 samples showed activities 

≥0.1 IU / mL. Of the 26 patients who received PEG ASNase, 84 samples were analyzed, 

which were collected before, 7 and 14 days after the infusion. Only 1 of the 84 samples 

(1,19%) showed activity below 0.1 IU / mL, while the remaining 83 samples showed activity 

≥ 0.1 IU / mL. Conclusions: our study shows a clear difference in the levels of activity 

achieved by Aginasa and Leuginase when used in comparable doses. Leuginase activity 

levels are below desirable values in most patients at the doses used. The results obtained with 

Aginasa reached satisfactory levels like those described in the international literature. In 

relation to patients who received PEG ASNase, almost all of them obtained adequate activity. 

This was observed even in those who had not obtained adequate activity with Leuginase. 

These results highlight the importance of verifying the level of ASNase activity in patients 

undergoing ALL. Our results should be useful for designing better treatments and elucidating 

changes in patients' clinical behavior, in addition to allowing possible dose adjustments and 

treatment regimens. 

KEY-WORDS: asparaginase, acute lymphoid leukemia, monitoring, enzymatic activity,  

clinical hypersentivity, silent inactivation. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

As leucemias linfóides agudas (LLA) são as neoplasias mais frequentes na infância. 

Ao longo dos últimos anos observaram-se grandes melhorias no tratamento através do 

desenvolvimento de protocolos multicêntricos. Em países desenvolvidos as taxas de 

sobrevida livre de eventos a longo prazo em crianças estão atualmente em torno de 80% e 

as taxas de sobrevida global estão próximas ou acima de 90% (PIETERS et al., 2012). Já 

no Brasil, as taxas de cura desta mesma patologia estão próximas a 70%.   

Esta diferença no resultado final de nossa população quando usados os mesmos 

protocolos de tratamento pode se dever a diversos fatores, entre eles fatores genéticos, 

ambientais, mas também cuidados de suporte. Dentre esses cuidados de suporte se inclui a 

monitorização de um medicamento utilizado nos tratamentos de LLA, que é a 

Asparaginase (ASNase), e é um destes aspectos não avaliados dentro de nossa realidade. 

A ASNase é enzima derivada de bactéria que possui função antileucêmica.  

Atualmente existem três formas diferentes disponíveis da enzima, duas formas nativas que 

são derivadas ou da Escherichia coli ou da Erwinia chrysanthemia e uma terceira 

formulação, que é a conjugação da E. coli ASNase com o polietilenoglicol, denominada PEG 

ASNase. Geralmente, a enzima derivada de E. coli vem sendo utilizada como terapia de 

primeira linha e a preparação derivada de Erwinia é reservada para pacientes que 

desenvolvem reações de hipersensibilidade à forma anterior. Como as preparações derivadas 

de bactérias são altamente imunogênicas, a PEG ASNase foi desenvolvida a fim de reduzir 

este risco potencial, resultando em taxas reduzidas de formação de anticorpos e incidência de 

alergia (AVRAMIS AND TIWARI, 2006; PIETERS et al., 2012). 

Em relação à monitorização da atividade da ASNase, esta já é consenso no mundo, 

uma vez que o principal efeito adverso da medicação são as reações de hipersensibilidade e 
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inativação (VAN DER SLUIS, 2016). Elas são observadas em até 60% dos pacientes em 

algum momento da terapia. Além disso, uma grande preocupação é que os anticorpos 

produzidos em resposta à ASNase nem sempre conduzem a uma reação de 

hipersensibilidade clínica, mas sim, podem provocar uma inativação rápida da ASNase, 

resultando numa depleção de asparagina subótima. Isso é comumente referido como 

"hipersensibilidade silenciosa" ou "inativação silenciosa" e pode ocorrer em 

aproximadamente 30% dos pacientes
 
(PIETERS et al., 2012; VAN DER SLUIS, 2016).

 

A mensuração dos níveis de atividade de ASNase é fundamental para prever 

reações alérgicas futuras e para alertar sobre a possibilidade de hipersensibilidade 

silenciosa e subseqüente mudança de medicação melhorando o prognóstico dos indivíduos
 

(PIETERS et al., 2012; VAN DER SLUIS, 2016).
 
Através deste projeto estabelecemos o 

monitoramento de atividade da ASNase em nossa realidade através da implementação da 

técnica que permite personalizar o tratamento de pacientes portadores de leucemias 

linfóides de acordo com boas práticas de manejo internacionais.  
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 Os índices de sobrevida das leucemias linfóides agudas (LLA) melhoraram muito 

nas últimas décadas devido ao desenvolvimento de tratamentos eficazes. Um dos fármacos 

que possui grande influência nessa melhora é a ASNase. Há cerca de 50 anos foi descoberta a 

primeira propriedade inibidora de tumor devido à ASNase, com a observação de que os ratos 

portadores de linfoma tratados com soro de cobaia apresentavam regressão tumoral rápida e 

muitas vezes completa (KIDD, 1953). Nos anos 60, se descobriu que a atividade de ASNase 

no soro de cobaia era a responsável por estes efeitos anti-linfoma
 
(BROOME, 1961). Em 

1963, Yellin e Wriston mostraram que a ASNase era um agente inibidor tumoral ao 

conseguirem isolar essa enzima, e que a Escherichia Coli poderia produzi-la. A partir deste 

momento se passou a desenvolver a ASNase como fármaco para utilização em pacientes
 

(MASHBURN AND WRISTON, 1963). 

 Atualmente, vários dados clínicos apoiam o uso da ASNase como terapia nas 

LLA’s, mostrando o seu benefício no tratamento intensivo. Ela é hoje considerada 

componente universal das terapias, sendo utilizada em todos os regimes de tratamento 

pediátrico, tanto na indução quanto intensificação de remissão (SILVERMAN et al., 2001; 

AVRAMIS AND TIWARI, 2006). 

 

2.1 MECANISMO DE AÇÃO DA ASPARAGINASE 

 

Embora a asparagina não seja um aminoácido essencial, células leucêmicas que não 

possuem este aminoácido dependem de fontes extracelulares de asparagina para a síntese 

de proteínas. Sob condições fisiológicas normais, as concentrações plasmáticas de 

asparagina variam de 40 a 80 mM
 
(SALZER et al., 2018), sendo derivadas de nutrientes 
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ingeridos e da biossíntese no fígado através da catálise de ácido aspártico e amônia pela 

enzima  asparagina-sintetase (AVRAMIS ANDTIWARI, 2006; SALZER et al., 2018). 

Figura 1 - Mecanismo de ação da asparaginase em células normais e 

tumorais 

 

 O efeito anti leucêmico da ASNase se dá devido à conversão de moléculas de 

asparagina circulantes em ácido aspártico e amoníaco no espaço extracelular, causando 

baixos níveis de asparagina intracelular e consequente diminuição na síntese de RNA, DNA e 

proteínas, resultando na morte de células neoplásicas. Isto acontece porque estas células não 

possuem ou possuem baixos níveis de asparagina-sintetase e são, portanto, dependentes de 

uma fonte exógena de asparagina para sobrevivência (SCHREY et al., 2010; RIZZARI et al., 

2013).  Já as células normais por sua vez são preservadas devido à capacidade de sintetizar a 

asparagina intracelularmente, pois possuem a enzima asparagina-sintetase. Esta enzima é a 

responsável pela formação de asparagina a partir de ácido aspártico e amônia (figura 1) 

(AVRAMIS AND TIWARI, 2006; SCHREY et al., 2010; RIZZARI et al., 2013).   
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2.2 TIPOS DE ASPARAGINASE 

 

As enzimas são os catalisadores específicos para um determinado substrato, sendo 

assim muito eficientes. Porém, quando usadas como fármacos, têm desvantagens como 

limitada biodistribuição e eliminação rápida da circulação além de serem imunogênicas, 

devendo ser purificadas para eliminar reações tóxicas e minimizar as reações imunes 

(AVRAMIS AND TIWARI, 2006). 

 As formas nativas da ASNase são derivadas das bactérias E. coli ou da Erwinia 

chrysanthema. Geralmente, a enzima derivada de E. coli tem sido utilizada como terapia de 

primeira linha e a preparação derivada de Erwinia, denominada Erwinase, é reservada para 

pacientes que desenvolvem reações de hipersensibilidade à primeira (RIZZARI et al., 2013; 

VAN DER SLUIS, 2016; SALZER et al., 2018). Como as preparações são derivadas de 

bactérias, elas são altamente imunogênicas (PETERSEN et al.,2014). 

 Para ajudar a reduzir o potencial imunogênico, foi criada uma terceira formulação: a 

PEG ASNase.  Trata-se da conjugação da E coli ASNase com o polietilenoglicol. Esta 

formulação resultou em taxas reduzidas de formação de anticorpos, menor incidência de 

alergia e meia-vida mais prolongada no soro. Devido a isso, ela tem sido utilizada como a 

preparação inicial de ASNase em alguns regimes de tratamento e vem sendo utilizada como 

primeira linha em muitos países do mundo e em alguns serviços do Brasil (PETERSEN et 

al.,2014; FERNANDEZ et al., 2014). Hoje, considera-se que os regimes de ASNase que 

atinjam um valor de atividade igual ou superior a 0,1 UI / mL sejam suficientes para esgotar a 

asparagina (SCHREY et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2014). 

   A PEG ASNase tem uma meia-vida de cerca de 7 dias após a administração, e 

níveis de atividade >0,1 UI / mL foram relatados por aproximadamente 3-4 semanas após 

uma dose única de IV.  Já a asparaginase de E. coli nativa e de Erwinia têm meia-vida de 1,3 
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e 0,65 dias, respectivamente
 
(FERNANDEZ et al., 2014). Devido à meia-vida mais curta da 

Erwinase, é necessária uma dose mais elevada e uma frequência maior de aplicações para 

assegurar uma atividade enzimática sérica adequada e uma depleção completa da asparagina 

no soro (FERNANDEZ et al., 2014; SALZER et al., 2018). 

 A ASNase pode ser administrada por via intravenosa (IV) ou intramuscular (IM). A 

via IV resulta em concentrações plasmáticas máximas mais elevadas, enquanto que a 

administração IM resulta em um aumento mais lento da atividade de ASNase, devido à 

absorção mais lenta (FERNANDEZ et al., 2014; SALZER et al., 2018).
  
A administração IV 

é preferível em alguns casos, por ser contínua, porque a infusão do medicamento pode ser 

interrompida no caso de reação anafilática, o que não é possível com a administração IM.  A 

via de administração pode ocasionar um diferente perfil de sintomas clínicos. Por exemplo, 

via IM apresenta maior incidência de reações cutâneas importantes em comparação com a IV. 

Além disto, administração pela via IM é dolorosa e pode requerer múltiplas punções no caso 

de doses mais altas
 

(BURKE, 2014; ASSELIN AND RIZZARI, 2015;).  Resultados 

recentemente publicados da farmacocinética com a administração IV de Erwinase destacam 

sua rápida depuração, o que faz com que sua via de administração seja IM (SALZER et al., 

2018). No caso da ASNase derivada da E. coli, sua administração pode ser tanto IV como IM. 

Já a PEG ASNase é administrada pelas duas vias, porém têm como via de administração 

preferencial a via IM, pois estudos mostraram que essa medicação pode apresentar maior 

potencial imunogênico quando utilizada por via IV
 
(PETERSEN et al.,2014). 

 

2.3 EFEITOS ADVERSOS 

  

 As taxas de reações de hipersensibilidade clínica na literatura variam, como 

constam na tabela 1. Para a hipersensibilidade clínica à ASNase E. Coli-derivada foram 
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relatadas taxas que atingem até 75% dos pacientes com LLA, embora mais frequentemente 

variem entre 30 e 60%. Em pacientes que utilizam PEG ASNase as taxas de 

hipersensibilidade clínica ficam em torno de 3 a 24%, e geralmente as reações são mais 

comuns quando os pacientes foram expostos previamente a ASNase E.coli-derivada. Por fim, 

nos pacientes que utilizam Erwinase, essas taxas ficam em torno de 3 a 37% dos pacientes 

(HIJIYA AND VAN DER SLUIS, 2016). 

Tabela 1- Taxas de hipersensibilidade de acordo com a formulação de ASNase 

Tipo Taxas (minima e máxima%) 

 E.coli ASNase 30 e 60% 

PEG ASNase 3 e 24% 

Erwinase 3 e 37% 

 

 Os sintomas de hipersensibilidade clínica podem variar desde urticária, eritema, 

erupção cutânea, prurido até anafilaxia e risco de morte
 (
WOO et al., 2000). Outros efeitos 

adversos associados ao uso destas medicações incluem anormalidades da hemostasia (como 

trombose e hemorragia do sistema nervoso central (SNC) e tromboses venosas periféricas), 

hiperglicemia, anormalidades do metabolismo lipídico e pancreatite, que ocorrem em 4% a 

18% dos pacientes pediátricos (PIETERS et al., 2012; BARBA et al.,2017). 

 A gravidade das reações é classificada de acordo com os Critérios comuns de 

terminologia para eventos adversos (CTCAE), conforme os graus 1 a 5, como consta na 

figura anexada ao artigo I (CECCONELLO et al., 2019) A hipersensibilidade clínica ocorre 

quase que exclusivamente em fases de tratamento após a indução, geralmente quando houve 

um intervalo de semanas ou meses sem a administração da ASNase. Existem várias 

explicações possíveis para a raridade das reações alérgicas durante a indução, como o atraso 

na resposta imunológica eficaz devido ao tempo necessário para a ativação do complemento e 

a produção subsequente de anticorpos. Além disso, os sintomas associados à alergia podem 
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ser mascarados pelo tratamento intensivo com corticosteróides que ocorre durante essa fase 

(AVRAMIS AND TIWARI, 2006; BARBA et al.,2017). 

 Os anticorpos produzidos em resposta à ASNase nem sempre conduzem a 

hipersensibilidade com sintomas clínicos, mas provocam uma inativação rápida da ASNase, 

resultando numa depleção de asparagina subótima. Isso é comumente referido como 

"hipersensibilidade silenciosa" ou "inativação silenciosa" e pode ocorrer em 

aproximadamente 30% dos pacientes
 
(PANOSYAN et al., 2004). 

 O risco de desenvolvimento de alergia clínica e inativação silenciosa pode ser 

influenciado por diversos fatores, incluindo o esquema de administração (são mais comuns na 

fase de re-indução já que o risco de reação pode aumentar com uma nova exposição à 

ASNase após um intervalo de tempo sem o uso da mesma), a preparação da formulação, a via 

de administração, a linha de tratamento (isto é, protocolos de recaída) e a utilização 

concomitante de outros agentes quimioterápicos incluindo corticosteróides e anti-

histamínicos (RAETZ AND SALZER, 2010; ASSELIN AND RIZZARI, 2015).  Portanto, o 

pré-tratamento com esteróides e anti-histamínicos pode atenuar as reações de 

hipersensibilidade clínicas, porém, hoje discute-se sua função na formação de anticorpos 

neutralizantes
 
(FERNANDEZ et al., 2014). 

 As reações de hipersensibilidade induzidas por ASNase possuem um clearance 

mais rápido do fármaco em comparação com os pacientes que não tiveram reações, 

resultando em menor exposição dos pacientes ao fármaco. Os pacientes que desenvolvem 

anticorpos neutralizantes para a ASNase, mesmo na ausência de uma reação clínica, podem 

ter concentrações séricas sub-terapêuticas devido a essa destruição acelerada de ASNase, o 

que acarreta risco de taxas menores de sobrevida e maior chance de recaída da doença. Fica 

claro então a importância da monitorização da atividade da ASNase, com ajustes e eventual 

troca de medicação, atenuando, assim, os efeitos adversos da hipersensibilidade silenciosa 
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(WOO et al., 2000; LANVERS et al., 2002; FERNANDEZ et al., 2014). 

 Até pouco tempo a ASNase derivada de E.coli era utilizada como terapia de 

primeira linha, porém com o desenvolvimento da PEG ASNase começou a haver uma 

migração do componente de primeira linha. Nos Estados Unidos, o fabricante da formulação 

derivada de E. coli de ASNase interrompeu a produção em 2012, e a PEG ASNase agora é 

usada como tratamento de primeira linha. Devido à sua fonte bacteriana distinta, a ASNase 

derivada da Erwinia não mostra reatividade cruzada com anticorpos gerados a partir de 

ASNase derivada de E. Coli. Essa falta de reatividade cruzada é a base para a aprovação da 

ASNase derivada da Erwinia como substituto para o tratamento de pacientes com LLA que 

desenvolverem hipersensibilidade à E. coli 
 
(SALZER et al., 2018). 

 Então, a avaliação de rotina de anticorpos, medição de níveis de ASNase ou de 

asparagina é importante para prever reações alérgicas futuras ou para alertar a possibilidade 

de hipersensibilidade silenciosa. Há algumas maneiras para fazer essas determinações, porém 

algumas são mais indicadas que as outras.  Não se aconselha a determinação da concentração 

de asparagina no soro, pois tecnicamente é difícil, porque a enzima ainda age ex vivo se a 

amostra de sangue não for mantida em gelo e processada imediatamente. Também não se 

recomenda a detecção de anticorpos contra ASNase, apesar de ser uma técnica sensível, é 

inespecífica, já que nem todos os anticorpos possuem atividade neutralizante. Muitos 

pacientes parecem desenvolver anticorpos anti-ASNase sem quaisquer sinais de alergia ou 

inativação clínica da enzima. Portanto, a medição da atividade enzimática da ASNase é a 

forma mais indicada de monitoramento, pois correlaciona o nível de depleção da asparagina, 

é tecnicamente viável, reprodutível e confiável, além de apresentar a melhor correlação com a 

eficácia clínica. O monitoramento da atividade da ASNase permite detectar a inativação 

silenciosa e individualizar a dose para atingir a faixa terapêutica. Vários protocolos de 

tratamento europeus já recomendam o monitoramento da atividade da ASNase no contexto de 
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cuidados clínicos de rotina (PANOSYAN et al., 2004; BARBA et al.,2017). 

  Conforme o Consenso europeu publicado em 2016, se propõe as seguintes 

recomendações com base na gravidade da reação alérgica clinicamente evidente e via de 

administração. No contexto de reações de grau 2 da CTCAE ou superiores, recomenda-se que 

haja a troca de preparação de ASNase, sem necessidade definida de testar os níveis. No 

contexto de reações de grau 1, ou quando ocorrer uma reação de significância questionável, 

se recomenda o monitoramento em tempo real dos níveis séricos de atividade da ASNase. 

Presumindo o uso de PEG ASNase IV, é recomendado verificar um nível dentro de 7 dias da 

administração da dose, se o nível de atividade for indetectável, deve ser trocada para uma 

preparação derivada de Erwinia. Se o nível for detectável, deve-se verificar novamente em 14 

dias e uma dose subsequente de PEG ASNase pode ser cuidadosamente administrada. Para 

ASNase derivada de E.coli se recomenda verificar o nível de atividade de ASNase E.coli em 

72 h após a primeira dose, porém vários estudos já determinaram que a verificação em 24 e 

48h já é suficiente. Os níveis de atividade devem ser verificados e devem estar acima de 0,1 

UI / mL (VAN DER SLUIS, 2016; BARBA et al., 2017; SALZER et al., 2018). Todo este 

esquema está descrito na figura 1 do artigo I, página 30 (CECCONELLO, et al., 2019). Com 

ASNase IM, com qualquer reação questionável, se recomenda verificar o nível sérico de 

ASNase, pois a dose completa será administrada e o nível será informativo, pois pode haver 

confusão clínica em relação à irritação local versus reação alérgica clínica. Quando houver 

inativação silenciosa comprovada, deve haver a mudança de formulação para outra sem 

reatividade cruzada (BARBA et al.,2017).  

 Porém, quando se trata de triagem para inativação silenciosa, ela deve ser 

considerada em todos os pacientes submetidos a terapia para LLA com ASNase. Isto pode ser 

particularmente importante na sequência na terapia ou na definição do tratamento da 

leucemia recidivada (VAN DER SLUIS, 2016; SALZER et al., 2018). 
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3 JUSTIFICATIVA 

 

Considerando as taxas mais baixas de cura em casos de leucemia linfóide aguda no 

Brasil quando comparadas com países desenvolvidos, a compreensão das razões que 

ocasionam tais diferenças é essencial. O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo 

de avaliar o monitoramento da atividade da medicação e a frequência de inativação do 

mesmo, além de comparar as diversas apresentações administradas. Já foi postulado por 

vários estudos que para se obter um tratamento eficaz é necessário o monitoramento da 

medicação em questão de forma rotineira. A realização deste projeto pode ser de 

importância para melhoria na assistência de pacientes com LLA, pois permitirá acesso à 

efetividade das medicações, análise esta que não é realizada hoje de forma rotineira em 

nenhum hospital nacional. 
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4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

Implementar o teste laboratorial para análise da atividade da ASNase em pacientes 

com leucemia linfóide aguda.  

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

a) Implementar teste de atividade da asparaginase; 

b) Comparar nossos resultados com centro de referência para análise de 

qualidade da técnica;  

c) Analisar as atividades das medicações usadas em nossa realidade e sugerir 

fluxo de condutas conforme resultados obtidos; 
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5 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Estudo observacional (coorte com controle histórico) realizado em pacientes em 

tratamento para LLA em um hospital universitário localizado no sul do Brasil. O estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da instituição (CAAE 69093817.4.0000.5327). 

Foram coletadas amostras de 43 crianças (mínimo 4 meses e máximo 19 anos)  que são 

tratadas com o protocolo BFM 2009, onde 19 pacientes receberam ASNase (Leuginase ou 

Aginasa) entre abril de 2017 e dezembro de 2017 e 26 pacientes receberam PEG ASNase, 

sendo que 2 destes receberam Leuginase incialmente, como consta na figura 2. As amostras 

continham no mínimo 2 mL de sangue em EDTA e foram coletadas antes de cada infusão de 

ASNase nativa, 24h e 48h após, já nos pacientes que receberam PEG ASNase foram 

coletadas amostras 7 e 14 dias após a infusão. Estas amostras foram devidamente 

transportadas e centrifugadas em 3670 rpm por 10 min dentro de 2 horas e o plasma foi 

aliquotado em tubos previamente identificados que foram imediatamente armazenados a -80 

°C até a análise. Todos os procedimentos e protocolos foram aprovados pelo comitê de ética 

local e nacional.  

Figura 2 - Esquema de pacientes que utilizaram E.coli e PEG ASNase 
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As primeiras análises foram testadas no Hospital Boldrini, Campinas, para exercício 

da técnica e levantamento dos pontos críticos do protocolo. Importante enfatizar que eles 

desenvolviam a técnica apenas a nível experimental e exclusivamente em animais. Após 

estabelecimento da técnica em nosso laboratório e análises de nossas amostras, enviamos 30 

amostras de pacientes que receberam Leuginase ou Aginasa para a Universidade de Munster, 

Alemanha, (centro de referência europeu para análise atividade da asparaginase) para 

comparação de resultados. 

 

5.1 ANÁLISES LABORATORIAIS 

 

 O método de análise para a determinação da atividade enzimática é baseado em uma 

técnica descrita por Lanvers et al. (2002), que utiliza o ácido aspártico B-hidroxamato (AHA) 

como substrato para a quantificação de ASNase derivada de E. coli, Erwinia chrysanthemi e 

PEG ASNase em plasma humano. Resumidamente, as amostras de plasma contendo ASNase 

foram incubadas a uma temperatura específica durante um intervalo de tempo definido com 

uma quantidade em excesso do substrato AHA.  

Para a determinação da atividade das nossas amostras de Leuginase e Aginasa, 

utilizamos para a quantificação da ASNase concentrações entre  0,0025 IU / mL a 0,1 IU / 

mL, foram diluídos 20 ul de amostra com 180 ul de uma solução de AHA (2 mM)  dissolvida 

em tampão Tris, pH 7,3 (0,015 M) suplementado com 0.015% (p/v) BSA, e houve incubação 

a 37 °C por 30 min. A reação foi interrompida pela adição de 60 ul de ácido tricloroacético 

(TCA 24,5% (p/v)), as amostras foram centrifugadas por 5 min em 2500 rpm. Então 50 ul do 

líquido sobrenadante foi adicionado a uma nova placa para reagir com 200 ul do reagente 

Oxin, que consistiu em 1 parte de 2% de 8-hidroxiquinolina dissolvido em etanol absoluto 

(p/v) e 3 partes de solução de carbonato de sódio 1 M. Após 1 minuto a 95°C para 
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aquecimento, houve o resfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos e realizada a 

leitura. 

Já para análise da atividade da PEG ASNase foram utilizadas concentrações de 

quantificação entre 0,1 IU / mL a 1,0 IU / mL, e o tempo de incubação foi de 10 min na 

presença de 20 ul de amostra com 180 ul de solução de AHA (10 mM de tampão Tris/BSA, 

pH 7,3) e após isso, 20 ul do líquido sobrenadante foi transferido para uma nova placa com 

40 ul de água estéril, onde se adicionou 200 ul do reagente Oxin. Houve aquecimento por 1 

minuto a 95°C e resfriamento a temperatura ambiente por 10 minutos e então feita a leitura. 

As leituras foram realizadas em 690 nm com o software SpectraMax M3 (Molecular 

devices). Os padrões e amostras foram analisados em duplicata e o controle foi lido em 

triplicata. 
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INTRODUÇÃO 

 

As leucemias linfoides agudas (LLA) são as neoplasias mais frequentes na infância. 

No decorrer dos anos observaram-se melhorias nos tratamentos através de protocolos 

multicêntricos. Enquanto países desenvolvidos apresentam taxas de sobrevida livre de 

eventos em torno de 80% e taxas de sobrevida global em 90%, no Brasil estas taxas não 

ultrapassam 70% (PIETERS et al., 2012). Esta diferença se deve a diversos fatores entre eles 

cuidados de suporte como monitorização de medicamentos usados nos protocolos. Dentro 

deste contexto, a avaliação da atividade da Asparaginase (ASNase) é um dos aspectos não 

avaliados dentro de nossa realidade (AVRAMIS AND TIWARI, 2006). 

A ASNase é uma enzima derivada de bactérias que possui função antileucêmica e é 

hoje considerada componente universal das terapias para estas patologias (SCHREY et al., 

2010; RIZZARI et al., 2013). Foram desenvolvidas três formas diferentes: uma delas é 

derivada de E.Coli, outra é de Erwinia chrysantema e a uma terceira formulação criada a fim 

de reduzir o potencial imunogênico, que é a PEG ASNase, uma conjugação de E. Coli com 

polietilenoglicol (SCHREY et al., 2010; FERNANDEZ et al., 2014; PETERSEN et al.,2014). 

Entre os efeitos adversos observados em relação à ASNase, as reações de hipersensibilidade 

clínica acontecem devido à produção de anticorpos anti-ASNase. Estes anticorpos podem 

também provocar uma inativação rápida da enzima sem sinais clínicos denominada 

inativação silenciosa. Este fenômeno pode gerar concentrações de ASNase sub terapêuticas 

acarretando em maior chance de recaída da doença. Devido a esses fatos, o monitoramento da 

ASNase é importante para prever reações alérgicas futuras ou alertar quanto à inativação 

silenciosa (LANVERS et al., 2002; PIETERS et al., 2012; FERNANDEZ et al., 2014; VAN 

DER SLUIS, 2016).   
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O método mais sensível, reprodutível e com uso clínico estabelecido é a avaliação da 

atividade da ASNase. Ele relaciona o nível de depleção da asparagina, além de apresentar a 

melhor correlação com a eficácia clínica, sendo, portanto, o método indicado para uso regular 

na assistência. Nele se postula que regimes com atividade de ASNase ≥0.1UI/mL são efetivos 

e estão relacionados a melhor prognóstico (PANOSYAN et al., 2004; VAN DER SLUIS, 

2016; BARBA et al.,2017; SALZER et al., 2018). 

Considerando as diferenças nas taxas de cura em casos de LLA no Brasil quando 

comparadas com países desenvolvidos, a compreensão das razões que ocasionam tais 

diferenças são essenciais. Já foi postulado por vários estudos que para se obter um tratamento 

eficaz é necessário o monitoramento da medicação (LANVERS et al., 2002; FERNANDEZ 

et al., 2014; CECCONELLO et al., 2019). Através deste trabalho fomos capazes de 

implementar a técnica de atividade da ASNase com segurança, qualidade e reprodutibilidade 

em nossa realidade, melhorando assim a qualidade assistencial de nossos pacientes.  

 

 

METODOLOGIA 

Pacientes e amostras 

Foram coletadas 262 amostras de 19 crianças tratadas com o protocolo BFM 2009 em 

um hospital universitário do Sul do país, que receberam ASNase derivada de E.coli entre 

abril de 2017 e dezembro de 2017. As amostras continham no mínimo 2 mL de sangue em 

EDTA e foram coletadas antes 24h e 48h após cada infusão de ASNase,. Estas amostras 

foram centrifugadas em 3670 rpm por 10 min dentro de 2 horas armazenadas a -80 °C até a 

análise.  

 

Análise comparativa de resultados  
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17 análises foram realizadas no Hospital Boldrini, Campinas, para exercício da 

técnica e levantamento dos pontos críticos do protocolo. Posteriormente, 30 amostras foram 

enviadas para a Universidade de Munster, Alemanha, centro de referência europeu na análise 

da atividade da ASNase. 

 O método de análise dos três centros utilizada para a determinação da atividade 

enzimática é baseado em uma técnica descrita por Lanvers et al. (2002), que utiliza o ácido 

aspártico B-hidroxamato (AHA) como substrato para a quantificação de ASNase derivada de 

E. coli, Erwinia chrysanthemi e PEG ASNase em plasma humano. Para a determinação da 

atividade utilizamos para a curva padrão concentrações de ASNase entre  0,0025 IU / mL a 

0,1 IU / mL,  foram diluídos 20 ul de plasma com 180 ul de uma solução de AHA 2 mM 

dissolvida em tampão Tris, pH 7,3 (0,015 M) suplementado com 0.015% (p/v) BSA, houve 

incubação por 30 min a 37ºC e após isso 50 ul do líquido sobrenadante foi adicionado a uma 

nova placa para reagir com 200 ul do reagente Oxin, que consistiu em 1 parte de 2% de 8-

hidroxiquinolina dissolvido em etanol absoluto (p/v) e 3 partes de solução de carbonato de 

sódio 1 M. Após 1 minuto a 95°C para aquecimento, houve o resfriamento a temperatura 

ambiente por 10 minutos. As leituras foram realizadas em 690 nm com o software 

SpectraMax M3 (Molecular devices), e os padrões e amostras foram analisados em duplicata 

e o controle foi lido em triplicata. 

 

 RESULTADOS 

 

 

262 amostras foram avaliadas em nosso centro as quais foram enquadradas de acordo 

com o nível de atividade acima ou abaixo de 0.1 IU/mL (CECCONELLO et al., 2018). 17 

primeiras análises foram comparadas com o Hospital Boldrini em Campinas. Os resultados 
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foram reproduzidos como consta no quadro 1 e apresentaram um CCI (Coeficiente de 

correlação intraclasse) de 0,954. 

 

Quadro 1- Resultados comparativos de atividade (UI/mL) de E.coli ASNase entre o 

Hospital Boldrini (Campinas/SP) e Hospital de Clínicas de Porto Alegre (Porto 

Alegre/RS) 

 

 (UI=Unidades internacionais; Coeficiente de correlação intraclasse= 0,954.)  

 

Trinta amostras de pacientes expostos à ASNase derivada de E.coli foram enviadas à 

Universidade de Munster. Os resultados constam no quadro 2, onde é apresentado um 

comparativo com os resultados obtidos em nossa instituição, com um CCI de 0,960, 

mostrando equivalência. 

 

Quadro 2- Resultados comparativos da atividade (UI/mL) de E.coli ASNase entre a 

Universidade de Munster (Alemanha) e HCPA (Brasil) 
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 (UI=Unidades internacionais; Coeficiente de correlação intraclasse= 0,960.)  

 

DISCUSSÃO E CONCLUSÕES  

 

A ASNase é um componente importante no tratamento de crianças com LLA. 

Entretanto, complicações podem surgir devido a certos efeitos colaterais da enzima
 

(SHRIVASTAVAA et al., 2016). Níveis adequados de atividade de ASNase resultam em 

depleção de asparagina e são de importância crítica para os pacientes em tratamento
 

(ASSELIN et al., 1991; SHRIVASTAVAA et al., 2016). A medida precisa da asparagina 

sérica em pacientes pode ser difícil devido à hidrólise contínua pela enzima, pois o 

metabolismo ex vivo pode ocorrer após a coleta de sangue, fornecendo uma falsa leitura 

(GENTILI et al.,1994). Albersten et al em 2019 recomendam monitorar os níveis de 

atividade enzimática da ASNase e medir os níveis de anticorpos. No entanto, a mensuração 

de anticorpos pareceu não ter importância clínica para o paciente individual, pois não 

obtiveram associação clara entre título de anticorpos e o nível de atividade da enzima. Já a 

medição dos níveis de atividade da ASNase, como citada por vários estudos, pode ser usada 
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como um substituto para a padronização da depleção de asparagina durante a terapia 

(GRIGORYAN et al., 2004; PANOSYAN et al., 2004; DOUER et al., 2007). 

Para medir a extensão da conversão do substrato, vários métodos de quantificação 

foram desenvolvidos com base na determinação de aspartato ou amônia (NH
3
) produzida. A 

NH
3
 liberada pode ser medida por métodos que envolvem reações com reagentes 

colorimétricos, como Nessler ou o indofenol, seguido de uma determinação 

espectrofotométrica (MAGRI et al., 2018).
 
Esses métodos detectam quantidades de ASNase 

no plasma humano como 20 U/L
 
(LANVERS et al., 2002). O método Nessler exibe boa 

reprodutibilidade, mas requer cuidado, pois além de possuir alto nível de detecção, envolve o 

uso de reagentes altamente tóxicos. Além disso, temperatura da reação e tempo de equilíbrio 

afetam o desenvolvimento da cor da solução, contribuindo assim para a variabilidade dos 

resultados para este método
 
(MAGRI et al., 2018). 

Uma vez que a depleção de asparagina ainda era observada em concentrações de 

ASNase de 20 U/L, são necessários métodos mais sensíveis para determinar a atividade da 

ASNase no plasma humano e detectar inativação silenciosa
 
(LANVERS et al., 2002). Os 

métodos para determinar aspartato incluem cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), 

ensaios de eletroforese e determinação por um ensaio colorimétrico de complexação com 

hidroxilamina. Lanvers et al já descreveram o desenvolvimento do método da indooxina para 

a quantificação de três preparações diferentes da ASNase no plasma humano, técnica a qual 

utilizamos neste trabalho e é utilizada por centros de referência na análise de atividade de 

ASNase, que se baseia na hidrólise do b-hidroxamato aspártico (AHA) que libera a 

hidroxilamina a qual reage com 8-hidroxiquinolina a pH alcalino. Esse método resulta em um 

corante intensamente verde, facilmente detectável entre 690 e 710 nm. Este método possui 

limite de detecção tão baixo quanto 1x10
-5

 U/L no plasma humano, porém possui um 

intervalo de pH de trabalho limitado devido à instabilidade da hidroxilamina acima da 
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neutralidade (LANVERS et al., 2002; 
 
MAGRI et al., 2018).

  
Já os métodos baseados em 

HPLC superam as desvantagens dos métodos colorimétricos apresentando excelente 

reprodutibilidade, precisão e linearidade quando comparados, porém possuem a desvantagem 

de implicar em maiores despesas tornado eles inviáveis para uma rotina
 
(MAGRI et al., 

2018). Portanto, se conclui que nosso método de escolha é o mais apropriado para a análise 

de maneira rotineira. 

A padronização da quantificação da ASNase por um método simples, confiável, 

rápido e robusto é uma ferramenta muito vantajosa para superar as desvantagens da grande 

disparidade de métodos existentes para determinar a atividade enzimática na literatura. Com 

uma escassez de protocolos padronizados e diretrizes de controle de qualidade farmacêutica, 

os protocolos padrões para medir a atividade das preparações de ASNase são pouco relatados. 

(GRIGORYAN et al., 2004; MAGRI et al., 2018). 

O coeficiente de correlação intraclasse (CCI) avalia a concordância e possui 

capacidade de aferir resultados idênticos, sendo uma das ferramentas estatísticas mais 

utilizadas para a mensuração da confiabilidade de medidas, e quando apresenta CCI ≥0,75 

representa excelência na reprodutibilidade dos dados. Nossos resultados garantiram a 

concordância ao apresentarem CCI de 0,954 e 0,960 quando comparados ao Hospital Boldrini 

e ao centro de referência na Alemanha, respectivamente (PRIETO, 1997). 

O presente estudo foi capaz de implementar o teste de atividade da ASNase em 

pacientes com LLA, tornando possível o monitoramento da medicação de maneira 

assistencial. Nossos resultados quando comparados com centros de referência internacionais 

apresentaram excelente concordância. É importante ressaltar que nenhum laboratório 

realizava até o presente momento o monitoramento da atividade biológica dessa enzima em 
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pacientes no Brasil, apesar de já existir um consenso com recomendações de especialistas 

para seu uso. 

Até onde sabemos, nosso estudo foi pioneiro em nosso país na avaliação da atividade 

de ASNase em humanos. Como já citado, os resultados foram obtidos em dois centros 

oncológicos diferentes e independentes no Brasil e em um centro no exterior usando um 

protocolo bem estabelecido. Vários relatos de grupos europeus têm indicado a importância de 

monitorar a atividade da ASNase para prescrever um tratamento adequado, já que diferentes 

métodos de administração, formulação, dose e respostas imunes podem gerar uma 

variabilidade substancial nos níveis de atividade de ASNase, bem como a resposta 

interpessoal
 
(PIETERS et al, 2012; LANVERS et al., 2002; ASSELIN et al., 1991).  Nosso 

estudo destaca a importância de seguir as recomendações de especialistas internacionais para 

seu manejo cuidadoso. O estabelecimento da técnica traz a possibilidade de ampliarmos a 

disponibilidade desta análise para crianças de outros centros.  
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INTRODUÇÃO 

 

 

 

A leucemia linfóide aguda (LLA) é a neoplasia maligna infantil mais comum e 

representa aproximadamente 25% dos diagnósticos de câncer entre crianças com menos de 15 

anos (EGLER, et al., 2016; SCHORE, et al., 2019).
 
Com os atuais regimes quimioterápicos 

com múltiplos agentes, os resultados a longo prazo para crianças com LLA melhoraram 

bastante, apresentando taxas de sobrevida livre de eventos em torno de 80% e taxas de 

sobrevida global próximas ou superiores a 90%, quando comparadas a década de 1960 que 

apresentavam taxas menores que 30% (PIETERS, et al., 2012; BURKE, 2014).  

Um dos medicamentos utilizados como elemento central no tratamento da LLA em 

crianças e adultos é a Asparaginase (ASNase) (SALZER, et al., 2018; SCHORE, et al., 

2019). É uma enzima derivada de bactérias que catalisa a hidrólise da asparagina (Asn), um 

aminoácido não essencial, em ácido aspártico e amônia, que são necessárias para os 

linfoblastos, que são deficientes em asparagina sintetase, enzima que produz asparagina
 

(SALZER, et al., 2018; SCHORE, et al., 2019). Uma oferta exógena reduzida, juntamente 

com uma deficiência relativa da síntese endógena de asparagina, causam a depleção celular 

prolongada, produzindo síntese reduzida proteínas e, levando à apoptose dos blastos 

leucêmicos
 
(BURKE, 2014; SALZER, et al., 2018; PUI, et al., 2018).  

Uma de suas formas é a PEG ASNase, que por ser uma enzima derivada de E. coli 

conjugada com polietilenoglicol, tem sua imunogenicidade reduzida e aumento da duração de 

sua ação, com um tempo de meia-vida de cerca de 7 dias após a administração (SALZER, et 

al., 2018; PUI, et al., 2018). Pode ser administrada por via intravenosa (IV) e intramuscular 

(IM), porém têm como via de administração preferencial a IM, pois alguns estudos 

mostraram que ela pode apresentar maior potencial imunogênico quando utilizada por via IV
 

(ZALEWSKA-SZEWCZYK, et al., 2009; PUI, et al., 2018). 
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Pacientes tratados com ASNase podem desenvolver reações imunes como 

hipersensibilidade clínica e hipersensibilidade subclínica, comumente denominada 

"inativação silenciosa". A hipersensibilidade clínica é caracterizada como uma reação 

alérgica caracterizada por uma variedade de sintomas, desde reações leves no local da injeção 

IM até reações sistêmicas graves com características como urticária, broncoespasmo e 

anafilaxia
 
(BURKE, 2014; VAN DER SLUIS, et al., 2016). Em pacientes que utilizam PEG 

ASNase as taxas ficam em torno de 3 a 24%. Geralmente as reações são mais comuns quando 

os pacientes foram expostos previamente a ASNase E.coli, e em regimes de pós-indução 

quando a ASNase não é administrada há semanas ou meses (PIETERS, et al., 2012; BURKE, 

2014; HIJIYA, et al., 2016).  Já hipersensibilidade subclínica pode ter a ocorrência de 

anticorpos anti-ASNase causando rápida inativação da enzima, resultando em depleção 

subótima de asparagina. Essa neutralização da enzima acarreta em risco de taxas menores de 

sobrevida e maior chance de recaída da doença, podendo ocorrer em aproximadamente 30% 

dos pacientes (PIETERS, et al., 2012; BURKE, 2014).  

O monitoramento terapêutico de medicamentos é importante devido a ampla 

variabilidade inter-paciente em relação aos níveis mínimos de atividade de ASNase no 

plasma, o desenvolvimento de hipersensibilidade subclínica e as diferenças nas propriedades 

farmacocinéticas entre as diferentes preparações
 
(EGLER, et al., 2016). Trata-se de uma 

ferramenta eficaz para identificar rapidamente pacientes com hipersensibilidade subclínica e 

posterior manejo de tratamento (BURKE, 2014). Hoje é postulado por órgãos internacionais 

como o US Food and Drug Administration (FDA) que níveis mínimos de atividade de 

ASNase de 0,1 UI / mL são importantes para garantir a depleção completa de asparagina no 

plasma (SALZER, et al., 2018; SCHORE, et al., 2019). Recomendações de consenso 

publicadas recentemente fornecem diretrizes para o monitoramento da atividade de ASNase. 

Essas recomendações afirmam que a atividade deve ser avaliada em todos os pacientes que 
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recebem a medicação e definem a inativação silenciosa como atividade de PEG ASNase <0,1 

UI / mL no dia 7 e / ou abaixo do limite inferior de quantificação no dia 14
  
(SALZER, et al., 

2018; CECCONELLO, et al., 2019). 

Desde 2018 nosso grupo vem monitorando a atividade da PEG ASNase em crianças 

em tratamento de uma leucemia linfóide aguda em nosso hospital (CECCONELLO, et al., 

2018). Este estudo é a primeira descrição dos resultados obtidos com a implementação da 

avaliação sistemática da atividade deste fármaco na população brasileira. Ele torna claro que 

esta metodologia é aplicável em nossa realidade e traz a base para estudos multicêntricos 

prospectivos. 

 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 

Participaram do estudo 26 pacientes com LLA em tratamento em um hospital da 

região Sul do Brasil, os quais possuíam idade média de 11 anos, sendo que 2 destes pacientes, 

utilizaram Leuginase inicialmente. Destes pacientes, 84 amostras foram analisadas 7 e 14 dias 

após cada infusão do medicamento. O protocolo utilizado pelos pacientes foi o BFM 2009. 

Todos os procedimentos e protocolos foram aprovados pelo comitê de ética local e nacional.  

Para análise de atividade da asparaginase utilizamos uma técnica descrita por Lanvers 

et al 2002
 
(LANVERS, et al., 2002) que utiliza o ácido aspártico B-hidroxamato (AHA) 

como substrato para a quantificação de PEG em plasma humano. Portanto, uma amostra com 

no mínimo 2 ml de sangue foi coletada 7 e 14 dias após cada infusão com PEG ASNase. O 

plasma foi separado e congelado em -80 ° C até o teste. Para fins de calibração, a enzima foi 

diluída com plasma fresco para concentrações finais variando de 0,1 a 1 U/mL. 

 

Atividade da Asparaginase 
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A atividade da PEG ASNase foi medida como descrito anteriormente (LANVERS, et 

al., 2002).  Resumidamente, para a determinação da atividade da PEG ASNase, 20 μL de 

plasma foram misturados com 180 μL de ácido aspártico B-hidroxamato 10 mM (AHA) 

dissolvida em tampão Tris / BSA. Após a incubação a 37 ° C por 10 min, a reação foi 

interrompida pela adição de 60 μL de ácido tricloroacético (24,5%, p / v), e as amostras 

foram centrifugadas por 5 min a 2500 rpm. Vinte microlitros do sobrenadante foram 

transferidos para uma nova placa, onde os poços estavam preenchidos com 40 μL de água 

estéril, e então foram adicionados 200 μL de um reagente de solução-oxin de 8-

hidroxiquinolina (1 vol. de 8-hidroxiquinolina a 2% em etanol e 3 vol. de solução de 

carbonato de sódio 1 M). Após aquecimento a 95 ° C por 1 min e resfriamento da placa por 

exatamente 10 min, a absorbância foi medida a 690 nm em um equipamento SpectraMax M3. 

 

 

RESULTADOS 

 

Analisamos a atividade de 26 pacientes nos dia 7 e 14 após receberem infusões. 

Foram avaliadas 84 amostras, onde apenas 1 (1,19%) apresentou atividade <0.1 U/mL, já o 

restante, as outras 83 amostras (98,8%) alcançaram um nível de atividade ≥0.1 U/mL, como 

consta na tabela 1. A média de todas as infusões foi de 0,622 U/mL. 

 

Tabela 1- Distribuição enzimática avaliadas nos dias 7 e 14 após a infusão (n=26) 

Atividade ASNase 7 dia % de amostras/infusão (n) 14 dia % de amostras/infusão (n) 

≤ 0.1 IU/ml 1,96% (1) - 

> 0.1 IU/ml 98,04% (50) 100% (33) 

Total 100% (51) 100% (33) 

 

Valores distribuídos conforme a % de amostras e o número de infusões em 7 e 14 dias. 
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A figura 1 apresenta dois pacientes que haviam utilizado anteriormente Leuginase, derivada 

de E.coli ASNase no tratamento e que não tinham alcançando atividade em nenhuma infusão 

do tratamento, após a substituição para PEG ASNase as infusões alcançaram níveis de 

atividade >0.1 U/mL. 

 

Figura 1- Comparação de níveis de atividade ASNase em dois pacientes, que 

inicialmente receberam Leuginase  e passaram a utilizar PEG ASNase 

 

Comparação de níveis de atividade ASNase em dois pacientes, que inicialmente receberam Leuginase  (em 

verde) e não atingiram atividade de 0.1 U/mL em nenhuma infusão Em azul as dosagens de PEG ASNase, 

demonstrando que atingiram atividade igual ou superior a 0.1 U/mL em todas as infusões. No paciente 10 não 

foi feita a análise no dia 7, pois o paciente não estava presente no hospital para a coleta. 

 

 

DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

 

Nosso estudo buscou descrever as taxas de inativação de ASNase em pacientes em 

nossa realidade mesmo quando previamente expostos a outras formulações. Das 84 amostras 

avaliadas de PEG ASNase apenas 1 apresentou atividade inferior a 0.1 U/mL no D7, porém 
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na outra infusão atingiu o nível >0.1 UI/mL. Dois pacientes que utilizaram Leuginase 

anteriormente e não haviam atingido nível mínimo de atividade, passaram a apresentar 

atividade >0.1 UI/mL após a troca para PEG ASNase, sendo que um deles havia manifestado 

reação alérgica clínica na última infusão de Leuginase. 

 Nossos resultados são compatíveis com o que é previamente descrito na literatura. 

Um total de 97 pacientes diagnosticados com LLA e que participavam do protocolo NOPHO 

LLA2008 foram avaliados. Neste protocolo, os pacientes foram randomizados para 8 ou 15 

doses de PEG ASNase em intervalos de 2 ou 6 semanas com um total de 30 semanas de 

tratamento. A atividade de PEG ASNase acima de 0.1 UI / ml foi atingida em 612 de 652 

(94%) amostras obtidas 14 ± 2 dias após a administração. A atividade média de PEG ASNase 

foi de 0,338 UI /mL. Seis pacientes apresentaram atividade abaixo de 0,05 UI /mL em todas 

as amostras. Um total de 25 pacientes (26%) desenvolveu anticorpos anti-PEG ASNase, mas 

não houve correlação entre anticorpos e baixos níveis de atividade de ASNase. Portanto, 

pode-se observar que a PEG ASNase atingiu atividade farmacológica na grande maioria dos 

pacientes
 
(SCHORE, et al., 2019; SALZER, et al., 2018). 

Um estudo observacional prospectivo feito por Vyas et al, comparou pacientes que 

receberam PEG ASNase genérica ou E.coli ASNase de maneira não randomizada. A 

justificativa foi o fato de que em países em desenvolvimento há uma maior dificuldade para 

acessibilidade de PEG ASNase. Todos os pacientes atingiram níveis terapêuticos durante a 

fase de indução. A incidência de toxicidade atribuível à ASNase foi semelhante nos dois 

tratamentos. Hipersensibilidade clínica e inativação silenciosa não foram observadas durante 

a indução, porém na re-indução ocorreram em 13% dos pacientes que receberam ASNase 

E.coli derivada e  e 5% daqueles que receberam PEG ASNase (VYAS, et al., 2018). 

O uso de corticoesteróides de forma concomitante ao tratamento com PEG ASNase e 

sua influência nas taxas de reações alérgicas e inativação silenciosa ainda não está bem 
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definido. Em um estudo retrospectivo de pacientes que receberam PEG ASNase antes e após 

a pré-medicação universal observou-se que a pré-medicação reduziu a necessidade de 

substituição para Erwinase, assim como as taxas de reações clínicas. Além disto, neste estudo 

foram descritas baixas taxas de inativação silenciosa, causando uma economia financeira 

substancial
 
(COOPER, et al., 2019). 

Já mencionamos as possíveis administrações de PEG ASNase, um estudo feito nos 

Estados Unidos conclui que pacientes tiveram uma maior incidência e início mais rápido de 

reações alérgicas em pacientes que receberam PEG ASNase IV em comparação com IM
 

(PETERSEN, et al., 2014). Outro artigo que sustentou esta tese foi o de Hasan et al, que 

concluiu que as taxas de hipersensibilidade foram maiores para IV quando comparadas a IM, 

respectivamente (HASAN et al., 2017). 

Nosso estudo é o primeiro a avaliar a atividade da PEG ASNase na população 

brasileira. Trata-se de um dado importante visto que podem existir eventuais diferenças de 

comportamento farmacogenético em relação às populações descritas primariamente no 

mundo. Além disto, o estabelecimento da técnica traz a possibilidade de ampliarmos a 

disponibilidade desta análise para crianças de outros centros, qualificando assim a assistência 

de saúde em nosso país. Estes dados ainda estão em fase de análise em nosso grupo a fim de 

verificarmos outras associações e gerarmos um maior conhecimento. 
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11 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Os resultados obtidos até o presente momento são altamente promissores, pois com os 

nossos dados laboratoriais sugerimos a diferença de atividade entre preparações distintas de 

ASNase. Tivemos a oportunidade de auxiliar na escolha correta de medicações, adequando os 

tratamentos de alguns pacientes. Após os resultados obtidos em nosso laboratório, iniciamos 

um estudo de monitoramento de coorte multicêntrico retrospectivo e prospectivo que 

compara a evolução de crianças que fizeram uso das duas formulações (Leuginase e Aginasa) 

de ASNase durante a indução.  

Nosso grupo pretende entender, dentro de mais longo prazo e com número maior de 

pacientes, as variações farmacogenéticas que podem influenciar o padrão de 

hipersensibilidade e/ou efeitos adversos ligados à ASNase.  

Os resultados deste trabalho também foram apresentados de forma parcial à 

comunidade científica em eventos nacional e internacional. Este trabalho trouxe benefício à 

sociedade e ao SUS, permitindo a definição da tecnologia mais adequada à nossa realidade. 

Além disso, permitiu acesso à efetividade das medicações, pois esta análise não era realizada 

de forma rotineira em nenhum hospital nacional, mesmo já sendo consenso internacional, 

portanto agora já há possibilidade de implantação. 

Foi possível verificar o benefício clínico ao se caracterizar a atividade da ASNase.  

Nossos achados apresentaram um cenário preocupante em que, apesar de fornecer o melhor 

protocolo disponível no sistema público de saúde, os pacientes podem apresentar alto risco 

para um desfecho indesejado. Esses resultados podem ajudar a estabelecer estratégias 

adequadas a fim de proporcionar acesso a tratamento eficiente para todos os pacientes e 

administrar o tratamento adequado para aqueles pacientes já tratados com o fármaco em 

questão que não atingiram o limite mínimo de atividade. 


