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PRINCIPIO:

Os eritrocitos da pessoa suspeita de ter HPN (Hemoglobinuria Paroxistica
Noturna) sédo expostos as reagées com soro normal e soro inativado a 37°C,
sem acidificacdo e com acidificacdo. Se houver hemdlise (geralmente
moderada a intensa) no tubo contendo os eritrécitos suspeitos de HPN e com
soro normal acidificado, o teste sera considerado positivo para HPN.

REAGENTE:
HCI 0,2N (1,6 ml de HCI g.s.p. 100 ml de H20 destilada)

AMOSTRAS DE SANGUE:

1- Sangue (3 ml) da pessoa com suspeita de ser portadora de HPN, coletado
com anticoagulante (EDTA, heparina, etc). Deve ser lavado trés vezes com
solucéo salina 0,8% e, em seguida, o volume de eritrécitos deve ser dobrado
com a adicdo da mesma solugéo salina, por exemplo: 1,0 ml de eritrocitos +
1,0 ml de solucéo salina (Eritrécitos suspeito de HPN diluidos a 50% =
E/HPN 50%).

2- Sangue “normal” (valores hematimétricos normais) 3 ml, coletado com o
mesmo anticoagulante. Fazer o mesmo procedimento de lavagem e diluicao
descrito no item 1. (Eritrocitos normais diluidos a 50%= E/Normal 50%).
Observacao importante: o grupo sanguineo ABO deve ser o mesmo que o da
pessoa com suspeita de ser portadora de HPN.

3- Soro “normal’(de pessoa que nao seja suspeita de ter HPN). Observacéo
importante: este soro ndo pode ser da pessoa suspeita de HPN e independe
de grupo sanguineo ABO.

4- Soro inativado”. Use uma parte do soro “normal” acima (ex.: 1,0 ml). Para
inativa-lo cologque o tubo que o contém a 56°C por 20 minutos, tempo
suficiente para desnaturar proteinas e anticorpos séricos.

METODO

a) Numerar seis tubos de 1 a 6. Os tubos 1, 2 e 3 serdo os tubos testes. Os
tubos 4, 5 e 6 serdo os tubos controles.

b) Proceder conforme a instrucéo técnica abaixo:

Reagentes/Amostras Tubo1l Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tuboé6

Soro normal 0,5 ml 0,5 ml 0 0,5ml 0,5ml 0
Soro normal inativado 0 0 0,5 ml 0 0 0,5 ml
HCI 0,2N 0 0,05ml 0,05ml O 0,05ml 0,05 ml
E/HPN 50% 0,05ml 0,06ml 0,05ml 0 0 0
E/Normal 50% 0 0 0 0,05ml 0,05ml 0,05 ml

c) Homogenizar levemente cada tubo e coloca-los em banho-maria a 37°C
por uma hora.

d) Apdés a incubacdo acima centrifugar os seis tubos e observar se ha
hemdlise.



INTERPRETACAO

Tubos Tubol Tubo2 Tubo3 Tubo4 Tubo5 Tubob6
Hemolise Normal - - - - - .
Hemoélise HPN + +4++ - - - .
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