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	AULA PRÁTICA 01: Determinação dos grupos sanguíneos do sistema ABO

	1) Fundamento

Os grupos sanguíneos surgiram quando foram descobertas estruturas químicas na superfície celular, denominadas antígenos dos grupos sanguíneos. Quando as hemácias são testadas com soros conhecidamente dotados de anticorpos específicos e não ocorre nenhuma interação, pode-se concluir que estas hemácias são destituídas de antígenos. Inversamente, quando ocorre qualquer interação, subentende-se que estas hemácias possuem o antígeno em questão. 

	2) Procedimento

TÉCNICA EM LÂMINA
- Colocar uma gota de sangue homogeneizado, colhido com anticoagulante, em ambas as extremidades da lâmina.

- Colocar uma gota do soro anti-A sobre a gota de sangue à esquerda da lâmina.

- Colocar uma gota do soro anti-B sobre a gota de sangue à direita da lâmina.

- Misturar as gotas com o auxílio de uma pazinha ou ponteira.

- Fazer a leitura observando se houve ou não aglutinação.

TÉCNICA EM TUBO

- Tomar 2 tubos de hemólise.

- Colocar no primeiro tubo uma gota do soro anti-A.

- Colocar no segundo tubo uma gota do soro anti-B.

- Em cada um dos tubos adicionar uma gota da suspensão de hemácias a 5% do paciente.

- Homogeneizar e centrifugar os tubos a 1.500 rpm durante 2 minutos.

- Fazer a leitura observando se houve ou não aglutinação.

PREPARO DA SUSPENSÃO DE HEMÁCIAS A 5%

- Em um tubo cônico colocar 1 mL de sangue total homogeneizado colhido com anticoagulante + 9mL de soro fisiológico (NaCl 0,85%).

- Centrifugar a 2.500 rpm durante 2 minutos.
- Desprezar o sobrenadante.

- Repetir este procedimento mais 2 vezes.

- A partir do sedimento de hemácias lavadas, preparar uma suspensão a 5% (50L do sedimento de hemácias + 950 L de soro fisiológico).


	3) Interpretação
Grupo Sanguíneo

Anti-A

Anti-B

AB

+

+

A

+

-

B

-

+

O

-

-

· Sinal + indica presença de aglutinação

· Sinal – indica ausência de aglutinação



	4) Significado Clínico
Os grupos sanguíneos são determinados pela presença de antígenos na superfície das células, particularmente as hemácias. Estes antígenos possuem natureza bioquímica variada, podendo ser compostos de carboidratos, lipídios, proteínas ou uma mistura destas biomoléculas.
A determinação dos grupos sanguíneos tem importância em várias áreas da saúde:

- Hemoterapia; medicina transfusional

- Neonatologia

- Antropologia

- Medicina forense etc.

Os tipos sanguíneos mais frequentes são “O+” e “A+”. O sistema ABO é o mais importante na prática transfusional por ser o mais imunogênico, seguido pelo sistema Rh.


	AULA PRÁTICA 01: Classificação do Fator Rh

	1) Fundamento

As hemácias são classificadas com Rh positivas ou Rh negativas, dependendo da presença ou ausência do antígeno D na membrana celular. As hemácias são testadas com um soro específico anti-D. Uma reação positiva indica presença do antígeno D e estas hemácias são classificadas como Rh positivas. Por outro lado, a ausência de aglutinação indica que as hemácias são Rh negativas.

	2) Procedimento

TÉCNICA EM LÂMINA
- Pré-aquecer uma lâmina.

- Colocar uma gota do soro anti-D.

- Acrescentar uma gota de sangue total homogeneizado colhido com anticoagulante.

- Misturar as gotas.

- Observar se houve ou não aglutinação.

TÉCNICA EM TUBO

- Utilizar a suspensão de hemácias a 5%.

- Tomar 3 tubos de hemólise e numerá-los de 1 a 3. Proceder conforme o esquema a seguir:

Reagentes

Tubo 1 

(teste)

Tubo 2 

(controle positivo)

Tubo 3 

(controle negativo)

Suspensão de hemácias 5% (teste)

1 gota

-

1 gota

Suspensão de hemácias Rh positivas
-
1 gota
-
Albumina bovina 22%

-
-
1 gota
Soro anti-D

1 gota
1 gota
-
- Misturar e incubar todos os tubos em banhio-maria 37ºC durante 20 minutos.
- Após este tempo centrifugar todos os tubos a 1.500 rpm durante 2 minutos.

- Fazer a leitura observando se houve ou não aglutinação.

	3) Interpretação
Rh+ .................... se houver aglutinação
Rh- .................... se não houver aglutinação




	AULA PRÁTICA 02: Identificação do D fraco

	1) Fundamento

Um número muito reduzido de pessoas possuem hemácias que não são aglutinados diretamente com soro anti-D, mas que dão reação positiva pelo teste da anti-globulina. Durante a incubação com soro anti-D ocorre sensibilização das hemácias portadoras do fator D fraco. Acrescentando-se a anti-globulina, esta vai reagir com os anticorpos que estão sensibilizando as hemácias (anti-D), promovendo a aglutinação. O fator D fraco é um alelo do gene D, tão imunogênico quanto o próprio antígeno D.

	2) Procedimento

- Preparar uma suspensão de hemácias a 5%.
- Tomar 3 tubos de hemólise, numerá-los de 1 a 3 e proceder segundo o esquema abaixo:

Reagentes

Tubo 1 

(teste)

Tubo 2 

(controle positivo)

Tubo 3 

(controle negativo)

Suspensão de hemácias 5% (teste)

1 gota

-

1 gota

Suspensão de hemácias 5% (Rh+)

-

1 gota

-

Soro anti-D

1 gota

1 gota

-

Albumina bovina 22%

-

-

1 gota

- Incubar em banho-maria 37ºC durante 20 minutos.
- Lavar 3 vezes com soro fisiológico (2.500rpm durante 2 minutos).

Reagentes

Tubo 1 

(teste)

Tubo 2 

(controle positivo)

Tubo 3 

(controle negativo)

Soro de Coombs

2 gotas

2 gotas

2 gotas

- Homogeneizar e centrifugar a 1.500rpm durante 2 minutos.

- Observar se houve ou não aglutinação.


	3) Interpretação

D fraco positivo .................... se houve aglutinação
D fraco negativo .................... se não houve aglutinação


	AULA PRÁTICA 03: Teste de Coombs Direto

	1) Fundamento

Hemácias sensibilizadas com anticorpos são aglutinadas em presença do soro anti-globulina (soro de Coombs), que interage com os anticorpos, formando as pontes de ligação  entre estes, promovendo a aglutinação.

	2) Procedimento

- Preparar uma suspensão de hemácias a 5%.
- Tomar 3 tubos de hemólise e proceder como a seguir:
Reagentes

Tubo 1 

(teste)

Tubo 2 

(controle positivo)

Tubo 3 

(controle negativo)

Suspensão de hemácias 5% (teste)

1 gota

-

-

Suspensão de hemácias 5% (Rh+)

-

1 gota

1 gota

Soro anti-D

-

1 gota

-

Albumina bovina 22%

1 gota

-

1 gota

- Incubar o tubo 2 (controle positivo) em banho-maria 37ºC por 15 minutos.

- Lavar o mesmo 3 vezes com soro fisiológico (2.500rpm durante 2 minutos).

Reagentes

Tubo 1 

(teste)

Tubo 2 

(controle positivo)

Tubo 3 

(controle negativo)

Soro de Coombs

2 gotas

2 gotas

2 gotas

- Homogeneizar e centrifugar a 1.500rpm durante 2 minutos. 

- Fazer a leitura, agitando delicadamente para verificar se houve aglutinação.



	3) Interpretação

Coombs direto positivo .................... se houve aglutinação
Coombs direto negativo .................... se não houve aglutinação


	AULA PRÁTICA 04: Eletroforese de Hemoglobinas pH 8,6

	1) Fundamento

A eletroforese é um processo analítico de separação de misturas, cujo principal agente é o campo elétrico. A eletroforese de hemoglobinas baseia-se no fato de que a molécula de hemoglobina tem carga negativa em meio alcalino, migrando no sistema eletroforético para o polo positivo.

	2) Procedimento

- Encher cada compartimento da cuba de eletroforese com quantidades iguais de tampão tris-glicina ou tampão tris-EDTA-borato.
- Mergulhar a fita de acetato de celulose no tampão durante 15 minutos.

- Retirar o excesso de tampão enxugando a fita de acetato de celulose entre 2 folhas de papel de filtro.

- Adaptar a fita sobre a ponte na cuba de eletroforese, fazendo as conexões entre a fita e o tampão.

- Aplicar a amostra (hemolisado) a 2,0 cm do polo negativo. Aguardar 5 minutos para absorção da amostra.

- Tampar a cuba. Ligar o aparelho durante 30 minutos.

- Ao fim da corrida eletroforética, retirar a fita e corá-la durante 5 minutos, empregando uma solução de Ponceau S ou Negro de Amido.
- Após coloração, descorar a fita com vários banhos de solução de ácido acético a 5%.
 

	3) Interpretação
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	AULA PRÁTICA 04: Teste de Falcização

	1) Fundamento

As hemácias que contém hemoglobina S (HbS) adquirem a configuração peculiar de foice, em presença de um agente redutor (metabissulfito de sódio). As hemácias normais não falcizam nestas condições. A falcização se explica pela polimerização da desoxihemoglobina S.

	2) Procedimento

- Colocar uma gota de sangue total, colhido em anticoagulante EDTA, sobre uma lâmina.
- Adicionar sobre a gota de sangue 2 gotas de uma solução de metabissulfito de sódio a 2%.

- Homogeneizar.

- Cobrir a preparação com uma lamínula, vedando-a com esmalte comum. Esta vedação visa impedir a entrada de oxigênio e formação de bolhas de ar.

- Incubar a preparação em estufa a 37ºC durante 1 hora.

- Examinar ao microscópio com aumento de 400x, procurando hemácias em forma de foice.

	3) Resultado
Expresso como positivo ou negativo, conforme a presença ou a ausência de drepanócitos, respectivamente.


	5) Interpretação

Quando o teste é positivo indica que o paciente é portador de hemoglobina S (HbS), podendo ser homozigoto (SS) ou heterozigoto (AS, SD, SC, S-tal).


	AULA PRÁTICA 05: Prova Cruzada pré-transfusional

	1) Fundamento

Consiste na pesquisa de incompatibilidade entre receptor e doador, mediante a mistura dos dois sangues. Se ocorrer reação antígeno-anticorpo (incompatibilidade), esta poderá ser visualizada através da aglutinação ou hemólise.

	2) Procedimento

- Centrifugar as amostras de sangue do doador e receptor.

- Tomar 4 tubos de hemólise e numerá-los de 1 a 4.

- Nos tubos 1 e 3 colocar 2 gotas do plasma do receptor e uma gota de hemácias do doador.

- Nos tubos 2 e 4 colocar 2 gotas de plasma do doador e uma gota de hemácias do receptor.

- Aos tubos 1 e 2 acrescentar duas gotas de albumina bovina 22%.

- Aos tubos 3 e 4 acrescentar duas gotas de soro fisiológico.

- Colocar os tubos 1 e 2 em banho-maria a 37ºC durante 40 minutos a 1 hora. Os tubos 3 e 4 serão deixados a temperatura ambiente, durante o mesmo período.

- Após incubação, ler os quatro tubos, observando se houve aglutinação e/ou hemólise.

- Se não houver aglutinação, nem hemólise, realizar o teste de Coombs nos tubos 1 e 2.

- Em caso de transfusões hetero-grupo, o plasma do doador deverá ser diluído 1/100 (1 gota de plasma em 5 mL de soro fisiológico) e os tubos 2 e 4 receberão plasma diluído.

	3) Interpretação

Não poderá ocorrer hemólise ou aglutinação em nenhum dos tubos. O teste de Coombs também deverá apresentar resultado negativo. Caso contrário, a transfusão não poderá ser realizada.


	AULA PRÁTICA 06: Hemossedimentação

	1) Fundamento

Consiste na medida da velocidade de sedimentação espontânea das hemácias, a qual está relacionada com a agregação destas células em grumos.

	2) Procedimento

Preencher a pipeta de Westergreen até a marca “zero” e adapta-la ao suporte de Westergreen.

Aguardar 60 minutos exatos e fazer a leitura do volume de plasma que foi liberado.

	3) Resultados

Expresso em mm/ 60 minutos


	4) Valores de Referência

Homens – até 15 mm

Mulheres – até 20 mm

	5) Interpretação

Sabe-se que as hemácias possuem em sua superfície carga elétrica negativa, não permitindo que estas células formem grumos. A presença de macromoléculas protéicas neutraliza parte dessas cargas negativas, favorecendo a aproximação e sedimentação das hemácias.

Valores elevados de hemossedimentação: 

Aumento das alfa-2-globulinas (ppte haptoglobina) encontrada nos processos inflamtórios agudos.

Aumento das gama-globulinas, geralmente devido à elevação de imunoglobulinas policlonais.

Aumento de fibrinogênio, devido a um estado inflamatório ou nos distúrbios da coagulação.

Em geral os processos inflamatórios e/ou infeciosos cursam com elevação discreta ou acentuada da velocidade de hemossedimentação (VHS).


	AULA PRÁTICA 07: Tempo de Sangria (TS)

	1) Fundamento

O tempo de sangria mede o tempo necessário para ocorrer o estancamento da hemorragia provocada por uma pequena incisão, realizada na ponta do dedo ou lobo da orelha.

O tempo de sangria depende do número e atividade funcional das plaquetas, da possibilidade de líquidos tissulares em acelerar ou retardar a formação de coágulos, bem como da elasticidade da pele e pequenos vasos capilares que irrigam o local da incisão.

	2) Procedimento

Limpar a ponta do dedo ou lobo da orelha com um algodão embebido em álcool e esperar secar.

Fazer a incisão com uma lanceta apropriada e estéril. Disparar o cronômetro tão logo seja feito o ferimento.

Limpar o excesso de sangue a cada 15 segundos com papel de filtro, sem colocá-lo em contato direto com a ferida.

Parar o cronômetro logo que o sangramento cessar.

Anotar o tempo.

Se o tempo for maior que 6 minutos, interromper o sangramento pressionando o local da lesão.

	3) Valor de Referência

Normal – 1 a 3 minutos



	4) Interpretação

O tempo de sangria é prolongado nas deficiências quantitativas (plaquetopenia) e qualitativas das plaquetas (doença de Glanzman e doença de von Willebrand). Em pacientes com disfunção plaquetária adquirida ou congênita, o sangramento pode ser prolongado devido à incapacidade das plaquetas formarem agregados. A ingestão exagerada de aspirina pode levar à disfunção plaquetária.


	AULA PRÁTICA 07: Tempo de Coagulação (TC)

	1) Fundamento

O tempo de coagulação mede o tempo necessário para uma amostra de sangue coagular fora do espaço vascular, a 37ºC.

	2) Procedimento

Colher aproximadamente 5 mL de sangue por punção venosa.

Acionar o cronômetro, assim que o sangue aparecer na seringa.

Transferir o sangue para 3 tubos de ensaio, colocando cerca de 1,0 mL em cada tubo.

Colocar os tubos em banho-maria a 37ºC.

Após 5 minutos examinar um dos tubos, inclinado-o para observar se já houve coagulação da amostra. Este procedimento deve ser repetido de 30 em 30 segundos até que o sangue coagule.

Após coagulação do 1º tubo, marcar o tempo e fazer o mesmo procedimento para os outros 2 tubos, examinando a coagulação de 30 em 30 segundos.

Marcar os tempos de coagulação e fazer uma média com os três tubos.

	3) Expressão do Resultado

Ex:   1º tubo – 6’30’’

   2º tubo – 7’

        3º tubo – 7’30’’

Tempo de coagulação (média) = 7’



	4) Valor de Referência

5 a 11 minutos

	5) Interpretação

Este teste auxilia a avaliação da coagulação pela via intrínseca, a partir da ativação do fator XII, até a formação do coágulo de fibrina. O teste não é específico e é pouco sensível, podendo apresentar resultados normais mesmo com a presença de coagulopatias.

O tempo de coagulação apresenta-se prolongado nas deficiências dos fatores que participam da via intrínseca da coagulação, nas síndromes por anticoagulantes e nos estados de desfribrinação.




	AULA PRÁTICA 08: Tempo de Protrombina (PT)

	1) Fundamento

O tempo de Protrombina é uma prova global para avaliação da coagulação extrínseca. Este ensaio baseia-se na medida do tempo que um plasma calcificado demora para coagular, colocado a 37ºC e na presença de um excesso de tromboplastina tissular e cálcio.

	2) Procedimento

Colocar o plasma em banho-maria a 37ºC durante 2 a 3 minutos.

Em um tubo de hemólise colocar 0,2 mL de Soluplastin reconstituído e pré-incubar a 37ºC durante 2 a 3 minutos.

Pipetar 0,1 mL do plasma e adicionar rapidamente ao tubo contendo 0,2 mL de Soluplastin, disparando simultaneamente o cronômetro.

Manter o tubo dentro do banho. Antes do tempo de coagulação estimado, retirar o tubo do banho e inclinar suavemente 1 ou 2 vezes por segundo.

Parar o cronômetro no momento exato da aparição do coágulo.

	3) Cálculos

RNI – Relação Normatizada Internacional

              Para seu cálculo, utilizar a tabela de valores própria do Kit reagente.

	4) Valores de Referência

O intervalo de valores obtido em pacientes normais varia de 10 a 14 segundos, com atividade de Protrombina entre 70 e 100%.

	5) Interpretação

Sua determinação se aplica a estudos de rotina nas análises pré-cirúrgicas, detecção de alterações nos níveis de um ou mais fatores envolvidos na via extrínseca da coagulação e controle da terapêutica com anticoagulantes. Valores elevados de PT podem ocorrer nas deficiências congênitas ou adquiridas dos fatores de coagulação pertencentes à via extrínseca


	AULA PRÁTICA 08: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativado (PTTa)

	1) Fundamento

Este ensaio baseia-se na medida do tempo que um plasma descalcificado demora para coagular, colocado a 37ºC e na presença de um excesso de cefalina, ativador e cálcio.

	2) Procedimento

Pré-aquecer o cloreto de cálcio a 37ºC.

Em um tubo de hemólise colocar:

0,1 mL de plasma (amostra teste).

0,1 mL de Reagente (Ativador e cefalina).

Misturar e incubar durante 3 minutos, a 37ºC.

Logo após esse tempo, adicionar 0,1 mL de Cloreto de Cálcio, mantendo a amostra no banho-maria. Disparar simultaneamente o cronômetro. Aguardar cerca de 25 segundos, retirar o tubo do banho, inclinar suavemente uma ou duas vezes por segundo.

Parar o cronômetro no momento exato da aparição do coágulo.

	3) Valores de Referência

O intervalo de valores obtido em pacientes normais varia de 30 a 43 segundos.

	4) Interpretação

Sua determinação se aplica a estudos de rotina nas análises pré-cirúrgicas, detecção de alterações nos níveis de um ou mais fatores envolvidos na via intrínseca da coagulação e controle da terapêutica com anticoagulantes. Valores elevados de PTT podem ocorrer nas deficiências congênitas ou adquiridas dos fatores de coagulação pertencentes à via intrínseca.
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