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As doenças lisossomais de sobrecarga (DLS) são patologias hereditárias resultantes de défices enzimáticos que provocam a acumulação de substratos nos lisossomas (1,2). O diagnóstico laboratorial baseia-

se na determinação da atividade enzimática lisossomal em leucócitos obtidos de sangue periférico, exigindo pellets leucocitários de elevada pureza e com atividade enzimática preservada (1,3). Para o

isolamento leucocitário, a sedimentação dos eritrócitos com dextrano a 3% é considerada método de referência, assegurando adequada viabilidade e estabilidade funcional, embora seja

relativamente morosa, enquanto a lise eritrocitária com NH₄Cl é amplamente utilizada pela sua rapidez, sendo relevante a comparação entre ambas para garantir a integridade enzimática (3).

INTRODUÇÃO

(1) Implementar um método de separação leucocitária com menor tempo de manipulação, otimizando o tempo de resposta na determinação enzimática;

(2) Avaliar o impacto do isolamento por lise eritrocitária com NH₄Cl na atividade enzimática leucocitária, comparativamente ao método de referência baseado na sedimentação com dextrano a 3%.

OBJETIVOS

(1) Isolamento de Leucócitos

(A) Sedimentação 
diferencial com 
Dextrano 3%;

(B) Lise dos eritrócitos 
com solução de NH₄Cl 

(0,83–1%).

(2) Quantificação Proteica

Método de Lowry Clássico

(3) Determinação Atividade Lisossomal

Β-Galactosidase Β-Hexosaminidase A Β-Hexosaminidase Total

Normalizada pela Proteína Total

METODOLOGIA

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A lise eritrocitária com NH₄Cl constitui uma abordagem eficaz e robusta face ao método por Dextrano a 3%. Assegura resultados equivalentes e compatíveis com os intervalos de referência, otimizando o
fluxo de trabalho por ser mais rápida e económica. O método revela-se adequado para o isolamento de leucócitos destinados à determinação da atividade enzimática lisossomal, contribuindo para a
melhoria do diagnóstico das DLS.

CONCLUSÃO

A atividade das enzimas lisossomais não
apresentou diferenças significativas entre as
metodologias de isolamento testadas.

Verificaram-se valores superiores de
β-galactosidase com o método por NH₄Cl, sem
impacto analítico relevante. Este achado
indica que o NH₄Cl não interfere com a
integridade enzimática, podendo até
preservar melhor a atividade.

Segundo a literatura, a sedimentação com
dextrano origina pellets ricos em
polimorfonucleares, enquanto o NH₄Cl
permite recuperar uma população leucocitária
mais heterogénea. Apesar destas diferenças
descritas, as enzimas analisadas mantiveram-
se estáveis, refletindo a sua robustez entre
subtipos celulares. A β-galactosidase,
marcador de estabilidade amostral,
apresentou valores dentro dos limites de
referência.

Os pellets obtidos por NH₄Cl mostraram maior
teor proteico e o método revelou vantagens
operacionais relevantes: redução do tempo de
manipulação (≈70%) e ausência de materiais
perfurocortantes.

Figura 2 – Avaliação do impacto do método de isolamento na normalização
proteica. A recuperação proteica após isolamento com NH4Cl foi comparada
com Dextrano, expressa como rácio NH4Cl/Dextrano, em n=4 pares
independentes. As linhas individuais representam cada par de amostras,
enquanto o ponto e a barra indicam a média e o IC90%, respetivamente. Os
resultados mantêm-se dentro dos limites de equivalência previamente definidos
(±25%), indicando que o isolamento com NH4Cl não compromete a
quantificação proteica

Figura 3 – Avaliação do impacto do método de isolamento na atividade lisossomal. A atividade da beta
galactosidase, hexosaminidase A e hexosaminidase total, após normalização proteica, foi comparada entre amostras
isoladas por NH4Cl e Dextrano, expressa como rácio NH4Cl/Dextrano (n=4 pares independentes). Os pontos
individuais representam cada par experimental, e o ponto com barra indica a média e o IC90%. Os resultados
mantêm-se dentro dos limites de equivalência previamente definidos (±25%), suportando a preservação da
atividade enzimática após isolamento com NH4Cl.

Figura 1 – Impacto percentual do método NH4Cl vs Dextrano (Lowry raw, n=4) .
Quando normalizada por quantificação proteica, a atividade enzimática lisossomal
mantém-se equivalente, com diferenças médias inferiores a 7%, confirmando que a lise
eritrocitária com NH4Cl não compromete a integridade funcional das enzimas
estudadas.
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