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PREFACIO

O uso da simulacao como estratégia de ensino tem ganhado importancia em
muitos contextos educacionais, especialmente nas disciplinas relacionadas a saude. No
entanto, sua aplicagdo em ciéncias basicas, ainda é limitada, particularmente no que diz
respeito a correlacao direta com os aspectos praticos voltados as profissdes de saude. Este
livro ndo é apenas um guia; € um ponto de partida para usar seus principios, aplicacdes
praticas e estudos de caso inspiradores, para equipar estudantes e profissionais para
defender a inovagdo, ao mesmo tempo em que honramos a nossa responsabilidade
coletiva com as geragdes futuras, explorando licbes praticas.

Este livro aborda o desenvolvimento e a implementagdo de aulas praticas que
utilizam indicadores de pH, que chamamos de reagentes universais. Esses reagentes
seguros podem ser usados em um contexto pratico e/ou para facilitar a compreenséo da
relacdo entre conhecimentos fundamentais de diferentes areas basicas, e varios temas de
Biotecnologia e Saude, bem como diagnésticos de doengas, por meio de simulacdes
laboratoriats.

Cada simulacdo emprega um indicador de pH extraido do repolho roxo, destacando
seu potencial em conectar disciplinas basicas a aplicagdes clinicas e/ou profissionais.
Também amostras biolégicas como soro de plasma foram substituidas por vinagre de
maca, pois este livro fornece um chamado a a¢do usando materiais simples para simular
contextos complexos.

Este livro é o resultado de um esforco colaborativo entre a Dra. Helena Carla Castro,
do Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal Fluminense
(UFF) em Niterdi, Brasil, e Dr. Gilson Porto Jr da Universidade Federal de Tocantins. E parte
de seu trabalho produzido no ambito do Projeto de Extensdao Ser Humano, coordenado
pela Dra. Helena. Esta iniciativa visa disseminar o conhecimento cientifico em diversos
cenarios, promovendo o aprendizado e o engajamento com a ciéncia em comunidades

académicas e nao académicas, usando e ensinando estratégias seguras e debaixo custo.
Niterdi, Rio de Janeiro, Brasil, 22 de dezembro de 2024

Helena Carla Castro
Gilson Porto Jr.
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INTRODUCAO

Em um mundo cada vez mais definido pela urgéncia da sustentabilidade e inovagéo, os
principios da quimica verde se destacam como um farol de esperanca e responsabilidade. A quimica
verde vai além de minimizar os danos. Ela imagina um futuro em que ciéncia e sustentabilidade
estdo intrinsecamente ligadas. Promovendo criatividade, colaboragéo e consciéncia, a quimica verde
capacita cientistas, educadores e lideres da industria a projetar solugdes que sejam mais seguras,

mais eficientes e em harmonia com o nosso planeta.

Da mesma forma, a simulacdo surgiu como uma ferramenta importante nas praticas
educacionais em diversas disciplinas, particularmente em areas relacionadas a salde e no
treinamento clinico. Ela permite a recriacdo de cenarios do mundo real em um ambiente controlado
e livre de riscos, proporcionando aos alunos oportunidades de aprendizado pratico e interativo.
Estudos demonstraram a eficacia da simulacdo na educacdo médica e de enfermagem, destacando
seu impacto no desenvolvimento de habilidades técnicas e pensamento critico [1-2]. No entanto,

sua aplicacdo em disciplinas como bioquimica ainda é pouco explorada.

Patologia, Biotecnologia, Bioquimica, Imunologia e Oncologia sdo disciplinas basicas
fundamentais nas ciéncias médicas, da salde e bioldgicas, abordando processos biolégicos humanos
e animais complexos. Conceitos como pH, producédo de anticorpos e vacinas sao essenciais para a

compreensdo da homeostase fisioldgica, sendo cruciais no diagnostico e manejo de varias doencas
[3].

Em ambientes educacionais tradicionais, os alunos frequentemente se deparam com diferentes
topicos por meio de aulas tedricas e discussbes abstratas. Essa abordagem, no entanto, pode
dificultar a conexdo entre teoria e pratica, limitando a capacidade dos alunos de relacionar o

conteudo aprendido em sala de aula aos cendrios praticos que enfrentardo em suas carreiras.

A integracdo do aprendizado baseado em simulacéo aplicada nas disciplinas basicas apresenta
uma oportunidade Unica para preencher essa lacuna. Ela permite que os alunos visualizem e
compreendam melhor o papel dos conceitos aprendidos na pratica profissional, tornando o

aprendizado mais relevante e impactante [4].

O objetivo principal deste livro é apresentar aulas préaticas baseadas em simulagdo que utilizam

um indicador de pH natural e seguro, extraido da couve roxa.



Essas aulas foram desenvolvidas para demonstrar conceitos de diferentes areas em um
contexto aplicado. A simulacdo envolveu o uso de amostras ndo biolégicas que simulam fluidos
corporais, como vinagre de macd, refrigerante de limdo, agua, bicarbonato e leite de magnésia,

reduzindo os riscos associados ao uso de amostras biologicas reais.

Nessas simulacdes, os alunos sdo desafiados a identificar esses pacientes, materiais aprovados
por voluntarios (como vacinas) e correlacionar os resultados com condi¢des associadas as mudancas
observadas. Essas aulas préticas proporcionam uma experiéncia de aprendizado envolvente,
permitindo que os alunos apliguem o conhecimento tedrico em um cendrio prético simulado. Ao
mesmo tempo, este livro busca demonstrar a relevancia das disciplinas bésicas para o
estabelecimento de diagnosticos por parte de estudantes das areas da salde, promovendo uma
compreensdo mais profunda de como os conceitos aprendidos se relacionam diretamente com a

pratica profissional.

Neste livro, cada capitulo permite a discussao de um topico diferente nas areas de Patologia,
Biotecnologia, Imunologia, Farmacéutica e Oncologia, apresentando o desenvolvimento, a
aplicacdo e a avaliacdo desta estratégia de ensino baseada em simulacdo. Os resultados da
simulagdo, incluindo o feedback dos alunos e a eficacia da abordagem na conexdo entre teoria e
pratica, devem sempre ser discutidos ao final. Por meio deste livro, esperamos contribuir para
investimentos em mais estudos sobre aprendizagem baseada em simulacdo e sua aplicacdo na
educacao de jovens e adultos em diferentes niveis educacionais, pois permite seu uso desde criangas
até estudantes idosos.

Todas as aulas préaticas incluem orientacBes distintas para alunos/participantes e para
monitores e professores, garantindo que o ambiente de simulagéo esteja alinhado com a abordagem
especifica de cada tema. Para os alunos, apenas o ambiente de simulacdo é apresentado, enquanto
para monitores e professores toda a aula, incluindo a preparacdo do indicador de pH e das "amostras
bioldgicas," € relatada. A analise final dos resultados e a discussdo também sdo estimuladas, mas
ndo se limitam a algumas perguntas propostas neste manual, com o objetivo de criar um ambiente

de reflexdo e aprendizado simultaneamente.

Por favor, sinta-se a vontade para entrar em contato com os organizadores do livro caso tenha

duvidas sobre como utilizar as aulas praticas (hcastro@id.uff.br). Estamos aqui para apoia-lo e

garantir que aproveite a0 maximo este recurso, além de estarmos abertos a colaboragdes nacionais e

internacionais.
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TOPICO: COMPREENDENDO AS VACINAS E SUA IMPORTANCIA MEDICA

1. Introducéo

As vacinas sdo uma das mais importantes
estratégias de prevencdo de doencas infecciosas
existentes na atualidade. A partir da ativacdo do
sistema imunolégico para o desenvolvimento de
anticorpos  contra  agentes  patogénicos
especificos, elas funcionam apresentando ao
organismo componentes do agente infeccioso,
também chamados de antigenos, o que inclui
proteinas, RNA, DNA ou particulas virais
inativadas. Essas moléculas estimulam o
sistema imune sem induzir a doenca, permitindo
a producdo de anticorpos, que sdo de fato
proteinas com atividade protetora e que vao
proteger 0 organismo a partir da interacdo com
células do sistema imunoldgico do individuo
vacinado.

Para verificacdo da atuacdo da vacina, a
producdo de anticorpos é um dos principais
indicadores de sua eficiéncia protetora. Dentre
0s anticorpos avaliados, temos:

a) IgM, que indica uma resposta imunoldgica
inicial, sendo primeiro anticorpo produzido
apos a exposicdo ao antigeno.

Imunoglobulina M (IgM)

b) 1gG, anticorpo relacionado a memodria
imunoldgica e responsdvel pela protecdo a
longo prazo. A acgdo neutralizante desses
anticorpos em bloquear a infeccdo por

patdgenos € o principal foco para avaliar a
eficacia de diversas vacinas.
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Os testes de anticorpos, também
conhecidos como sorologias devido ao uso de
soro sanguineo, sdo utilizados para avaliar a
eficicia da vacina ao medir o0s niveis de
anticorpos especificos no sangue. Esses testes
possuem varias finalidades, incluindo: a)
Confirmacdo da Resposta  Imunoldgica,
verificando o nivel de producdo de anticorpos,
b) Avaliacio da Duracdo da Protecdo,
monitorando a quantidade de anticorpos ao
longo do tempo e indicando a necessidade de
reforcos vacinais, e c) Analise de estudos
clinicos durante o desenvolvimento de vacinas,
onde o0s testes de anticorpos ajudam a
determinar se uma formulacéo é eficaz antes de
ser liberada para uso publico.

Nesta pratica, cada grupo de alunos ira
avaliar diferentes hipGteses que levardo a analise
de vacinas experimentais contra um patogeno
desconhecido.




Portanto, é importante realizar um teste controle
negativo (Paciente 1 Normal), onde o soro nao
causa alteracdo no reagente utilizado, assim
como um teste controle positivo (Paciente 2
Imunizado), onde a presenca do anticorpo é
observada e a mudanga de cor é garantida.

Neste trabalho, a substituicdo do material
bioldgico por simuladores aplicados sera feita
utilizando um material diferente para a
preparacdo das "amostras dos voluntarios".
Neste caso, vinagre de maca. O indicador de pH
sera preparado como uma solucdo de repolho
roxo. Esses reagentes sdo de facil acesso,
simples de preparar, com baixo custo e baixos
riscos.

O repolho roxo pode ser utilizado como
um indicador é&cido-base porque contém
moléculas que mudam de cor ao entrar em
contato com acidos ou bases. Essas moléculas
sdo as antocianinas, pigmentos pertencentes ao
grupo dos flavonoides, que sdo responsaveis
pela grande variedade de cores em frutas, folhas
e flores.

A funcdo da antocianina na planta é
proteger contra a luz ultravioleta e prevenir a
producdo de radicais livres. Essa substancia é
altamente sensivel e deve ser armazenada em
um freezer ou refrigerador até o momento de

pH Indicator
Ref Cabagge \J

\ETI 061

pH=<13 pH8,5
Cation Base

TD
Uf = U;rm
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pH/Color 2NN 6 WEBN 101 12 14
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2. Objetivo

Nosso propdésito é simular a analise de amostras
de soro sanguineo de voluntarios para a
producdo de anticorpos e a adequagdo das
quatro "vacinas" produzidas na proposta de
simulagéo aplicada.

3. Reagentes

-5 seringas de 5 ml ou pipetas « ; ;
Pasteur de plastico. W e
-5 placas de cultura celular © ¢« & '
recicladas de 6 pogos ou 14 gl
tubos de vidro.

- 1 Repolho roxo.

- 1 Liquidificador.
- 1 Peneira.
- &gua e vinagre de maca

4. Preparo dos Reagentes
+ ldentificador de pH:
Pesar 500g de repolho roxo picado e com 1L

de agua, cozinhar por 15 minutos.
Posteriormente bater no liquidificador e coar
na peneira, guardando no congelador. Usar 2
ml do indicador em cada pogo da microplaca
de cultura de célula reciclada ou tubo de
vidro.

+ Amostras dos Pacientes (Volume depende
do uso de tubo ou placa)

Voluntario C1 (Normal): Controle Negativo
Normal: agua (0,5 ml)

Voluntario C2 (Produzindo anticorpo):
Controle
Positivo Alterado: vinagre de macéd (0,5 ml)

Voluntario 1: Vacina 1 (Producéo de
Anticorpo)
Alterado: vinagre de maca (0,5 ml)

Voluntario 2: Vacina 2 (Necessidade de
Reforco

Vacinal) Alterado: solucdo de bicarbonato de
sodio ou leite de magnésia (0,5 ml)

Voluntario 3: Vacina 3 (Nao Imunizado)
Normal: agua (0,5 ml)
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\Voluntario 4: Vacina 4 (N&o Imunizado)
Normal: agua (0,5 ml)

5. Procedimentos
+ Colocar ml de cada paciente em cada
poco da placa respectivamente

¢ Transferir 2 mL de identificador;
+ Misturar e observar a coloragéo do liquido.

RESULTADOS
Cor inalterada (roxo) Neutro
Verde-azulado ou verde Basico
Rosa ou Vermelho Acido

Resultado do Voluntario C1:
Resultado do Voluntario C2:
Resultado do 1° Voluntario:
Resultado do 2° Voluntario:
Resultado do 3° \oluntario:
Resultado do 4° Voluntario:

6. Questdes para Discussao

6.1. Comente (sucintamente) o resultado
relacionando com as vacinas analisadas.

6.2. Conceitue e compare os dados encontrados
para as duas vacinas.

6.3. Qual o tipo de teste realizado: direto ou
indireto? Justifique.
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Reagdo Colorimétrica
INTRODUCAO

As reacles colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagnésticos rapidos e confiaveis em varios contextos de
salde. Este principio é amplamente utilizado para
diagnésticos clinicos, como:
-HIV: Detecgao de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode
ocorrer de forma indireta ou direta:

A. Reacdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacéo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenga) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanca de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra biolégica (como sangue ou soro) é adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rdbano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apds a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima é adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma rea¢do quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de peréxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada
em amarelo pela adi¢do de acido sulfurico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada €
proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reagdo Colorimétrica Direta

Existem reacdes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um
exemplo classico € o uso de anticorpos ligados a

particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagndsticos rapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reac6es Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteracBes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediérias, como lavagem e

adicdo de substratos.
o Prética: Ideal para dispositivos portateis ou testes
de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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TOPICO: COMPREENDENDO AS VACINAS E SUA IMPORTANCIA MEDICA

1. Introducéo
As vacinas sdo uma das mais importantes

estratégias de prevencdo de doencas
infecciosas existentes na atualidade. A partir
da ativacdo do sistema imunoldgico para o
desenvolvimento de anticorpos contra agentes
patogénicos especificos, elas funcionam
apresentando ao organismo componentes do
agente infeccioso, também chamados de
antigenos, o que inclui proteinas, RNA, DNA
ou particulas virais inativadas. Essas
moléculas estimulam o sistema imune sem
induzir a doenca, permitindo a producdo de
anticorpos, que sdo de fato proteinas com
atividade protetora e que vao proteger o
organismo a partir da interagdo com células do
sistema imunoldgico do individuo vacinado.

Para verificacdo da atuacdo da vacina, a
producdo de anticorpos € um dos principais
indicadores de sua eficiéncia protetora. Dentre
0s anticorpos avaliados, temos:

a) IgM, que indica uma resposta imunologica
inicial, sendo primeiro anticorpo produzido
apos a exposicdo ao antigeno.

Imunoglobulina M (IgM)

b) 1gG, anticorpo relacionado a memodria
imunoldgica e responsavel pela protecdo a
longo prazo. A acdo neutralizante desses
anticorpos em bloquear a infeccdo por
patdégenos € o principal foco para avaliar a
eficécia de diversas vacinas.
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Os testes de anticorpos, também
conhecidos como sorologias devido ao uso de
soro sanguineo, sao utilizados para avaliar a
eficAcia da vacina ao medir os niveis de
anticorpos especificos no sangue. Esses testes
possuem varias finalidades, incluindo: a)
Confirmagcdo da Resposta Imunoldgica,
verificando o nivel de producéo de anticorpos,
b) Avaliagho da Duracdo da Protecdo,
monitorando a quantidade de anticorpos ao
longo do tempo e indicando a necessidade de
reforcos vacinais, e c) Analise de estudos
clinicos durante o desenvolvimento de vacinas,
onde os testes de anticorpos ajudam a
determinar se uma formulacéo é eficaz antes
de ser liberada para uso publico.
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Nesta préatica, cada grupo de alunos ira
avaliar diferentes hipdteses que levardo a
analise de vacinas experimentais contra um
patogeno desconhecido.

Portanto, é importante realizar um teste
controle negativo (Paciente 1 Normal), onde o
soro ndo causa alteracdo no reagente utilizado,
assim como um teste controle positivo
(Paciente 2 Imunizado), onde a presenca do
anticorpo é observada e a mudanca de cor é
garantida.

Neste trabalho, a substituicdo do material
biologico por simuladores aplicados serd feita
utilizando um material diferente para a
preparacdo das "amostras dos voluntérios".
Neste caso, vinagre de macd. O indicador de
pH sera preparado como uma solucdo de
repolho roxo. Esses reagentes sdo de féacil
acesso, simples de preparar, com baixo custo e
baixos riscos.

O repolho roxo pode ser utilizado como
um indicador &cido-base porque contém
moléculas que mudam de cor ao entrar em
contato com acidos ou bases. Essas moléculas
sdo as antocianinas, pigmentos pertencentes ao
grupo dos flavonoides, que sdo responsaveis
pela grande variedade de cores em frutas,
folhas e flores.

A funcdo da antocianina na planta €
proteger contra a luz ultravioleta e prevenir a
producdo de radicais livres. Essa substancia é
altamente sensivel e deve ser armazenada em
um freezer ou refrigerador até o0 momento de
uso.

Nessa pratica, cada grupo de estudantes
avaliara diferentes hipOteses que levardo a
analise de vacinas experimentais contra um
patogeno desconhecido, tendo sido contratados
pela Agéncia Nacional de Saude do pais para
realizar essa avaliagdo. Portanto, € importante
realizar um teste de controle negativo
(Voluntario C1, Normal), onde o soro nao

causa alteragdo no reagente utilizado, bem
como um teste de controle positivo (Voluntario
C2, Imunizado), onde se observa a presenca do
anticorpo e a mudanca de cor esta garantida.

2. Objetivo

Nosso objetivo é analisar as amostras
de soro sanguineo dos voluntarios para
verificar a producdo de anticorpos e a
adequacdo das vacinas produzidas.

3. Reagentes

-5 seringas/pipetas de 5 ml ou
pipetas Pasteur de plastico.

-5 microplacas recicladas de
cultura celular de 6 ou 12 pocos
ou 14 tubos de vidro.

-Reagente com antigeno viral
marcado com substancia cromogénica

4. Preparo dos Reagentes

+ Amostras dos Pacientes (Volume depende
do uso de tubo ou placa)

- Rotular os Tubos/Placa referentes aos
SOros.

\oluntario C1 (Normal): Controle Negativo
\oluntario C2 (Imunizado): Controle Positivo
\oluntério 1: Vacina 1 (Desconhecida)
\oluntario 2: Vacina 2 (Desconhecida)
\oluntério 3: Vacina 3 (Desconhecida)
\oluntario 4: Vacina 4 (Desconhecida)

5. Procedimentos

+ Colocar ml de cada paciente em
cada pogo da placa respectivamente
+ Transferir 2 mL de identificador;

+ Misturar e observar a coloragdo do liquido.
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RESULTADOS

Cor inalterada (roxo) Neutro
Verde-azulado ou o
Basico
verde
Rosa ou Vermelho Acido

Resultado do Voluntario C1:
Resultado do Voluntario C2:
Resultado do 1° Voluntario:
Resultado do 2° Voluntario:
Resultado do 3° Voluntario:
Resultado do 4° Voluntario:

6. Questdes para Discussao

6.1 Comente (de forma sucinta) sobre o0s
resultados relacionados as vacinas analisadas.
6.2. Defina e compare os dados encontrados
para as duas vacinas.
6.3. Que tipo de teste foi realizado: direto ou
indireto? Justifique.
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Reacdo Colorimétrica
INTRODUCAO

As reacdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagndsticos rapidos e confidveis em varios contextos de
salde. Este principio &€ amplamente utilizado para
diagnésticos clinicos, como:
-HIV: Detecgao de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode ocorrer
de forma indireta ou direta:

A. Reagdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacdo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenca) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanga de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) € adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rabano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apos a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima € adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado ¢ o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada em
amarelo pela adi¢ao de acido sulfirico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reagdo Colorimétrica Direta

Existem reacfes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um
exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a

particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagnésticos rapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reacdes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluordéforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragdes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediérias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: lIdeal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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Nome de sua Instituicao

Logo da
sua Projeto Ser Humano: Kit de Simulacdo Aplicada (KitSA-LABiEMol)
Instituigéo Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Ensino e Modelagem Molecular

Universidade Federal Fluminense/Instituto de Biologia

Secédo Interdisciplinar (Patologia/Oncologia)
) Verséo: Monitores e Professores )
TOPICO: APREVENCAO E O COMBATE AO CANCER DE PROSTATA

1. Introducao

O céncer de prostata € um dos tipos mais
comuns de cancer entre 0Ss homens,
especialmente aqueles com mais de 50 anos de
idade. A deteccdo precoce é essencial para o
tratamento bem-sucedido, e o0 Antigeno
Prostatico Especifico (PSA) é uma ferramenta
importante nesse processo. O PSA é uma
proteina produzida principalmente pelas células
da préstata e € encontrada em pequenas
quantidades no sangue de homens saudaveis. No
entanto, niveis elevados de PSA podem indicar
alteracbes na prostata, incluindo infeccGes,
hiperplasia benigna ou cancer.

Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

Medir os niveis de PSA no sangue é um
exame simples, mas altamente relevante.
Geralmente, niveis abaixo de 4 ng/mL séo
considerados normais, embora essa referéncia
varie de acordo com a idade, histérico familiar e
outros fatores. Resultados entre 4 e 10 ng/mL
podem indicar a necessidade de exames
adicionais, como toque retal e bidpsia. Valores
acima de 10 ng/mL aumentam a probabilidade
de malignidade.

E importante notar que o PSA ndo é exclusivo
para deteccdo de cancer; outros fatores, como
prostatite ou aumento benigno da prostata,
também podem elevar seus niveis. Além disso,
procedimentos recentes, como colocagéo de

cateter ou ejaculacdo, podem influenciar
temporariamente os resultados, destacando a
importancia de uma avaliac&o clinica detalhada.

Apesar de suas limitacdes, o PSA
desempenha um papel fundamental na triagem e
monitoramento do cancer de préstata. Ele ajuda
a identificar casos em estagios iniciais e a
monitorar pacientes em tratamento, sendo (Util
na avaliacdo da resposta terapéutica e possiveis
recorréncias tumorais. A combinacdo do PSA
com outros métodos diagndsticos melhora a
precisdo, permitindo intervencbes mais eficazes
e personalizadas

Monitoramento  regular do  PSA,
juntamente com consultas periddicas a um
especialista, € crucial para homens pertencentes
a grupos de risco, como aqueles com histérico
familiar de cancer de préstata ou descendéncia
africana, devido a maior predisposicao genética.

Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de cancer de préstata incluem:
idade (aumento significativo na incidéncia e
mortalidade em homens acima de 60 anos)
histérico familiar, (especialmente em parentes
de primeiro grau diagnosticados antes dos 60
anos), e aspectos relacionados ao estilo de vida
(por exemplo, obesidade e dieta inadequada).

De acordo com a Organizagdo Mundial
da Saude (OMS), algumas medidas podem
reduzir o impacto desses fatores de risco. Entre
elas estdo a adogdo de uma dieta equilibrada, a
pratica regular de exercicios fisicos, a
manutencdo de um peso saudavel, a reducéo do
consumo de alcool e o combate ao tabagismo e
ao comportamento sedentério. 19




Nesta pratica, cada grupo de estudantes
avaliara diferentes hipoteses relacionadas ao
diagndstico dos pacientes analisados. Por meio
da deteccdo da presenca de PSA no soro,
utilizando um reagente que contém anticorpos
contra PSA, serdo realizados dois testes de
controle:

a) um teste de controle negativo (Paciente 1
Normal), no qual o soro ndo provoca nenhuma
alteragdo no reagente usado; e

b) um teste de controle positivo (Paciente 2 com
Cancer de Préstata), no qual a presenca de uma
alteracdo na cor é garantida.

Um aspecto uUnico deste trabalho é a
substituicio de material  biolégico  por
simuladores aplicados. A substituicdo desses
materiais biologicos sera feita utilizando vinagre
de magd para preparar as ‘“‘amostras dos
voluntarios”. O indicador de pH que simulara o
reagente formado por anticorpos contra o PSA
sera a solucdo de repolho roxo, que é de féacil
acesso, simples de preparar, de baixo custo e
baixo risco.

O repolho roxo pode ser utilizado como
um indicador &cido-base porque contém
moléculas que mudam de cor ao entrar em
contato com &cidos ou bases. Essas moléculas
sdo as antocianinas, pigmentos pertencentes ao
grupo dos flavonoides, que sdo responsaveis
pela grande variedade de cores em frutas, folhas
e flores.

A funcdo da antocianina na planta é proteger
contra a luz ultravioleta e prevenir a producao
de radicais livres. Essa substancia é altamente
sensivel e deve ser armazenada em um freezer
ou refrigerador até 0 momento de uso.
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2. Objetivos
Nosso objetivo é simular a analise de amostras
de soro sanguineo de pacientes em busca da

producdo de PSA para o diagndstico de cancer
de prostata.

3. Reagents

-5 seringas de 5 ml ou pipetas Pasteur de
plastico

-5 microplacas de cultura
celular recicladas de 6 pocos
ou 14 tubos de vidro

-1 repolho roxo

-1 liquidificador

-1 peneira

-Agua, vinagre de maca e
4. Preparagdo dos Reagentes
Indicador de pH:

Pese 500g de repolho roxo picado e cozinhe
com 1L de &gua por 15 minutos. Em seguida,
bata no liquidificador e coe usando uma peneira,
armazenando no congelador. Use 1-2 ml do
indicador em cada poco da microplaca de
cultura celular reciclada ou tubo de vidro.

Amostras de Pacientes: O volume depende do
material (tubos ou placas) utilizado no teste.

Paciente 1 (Normal): Controle Negativo
Normal: agua (0,5 ml)

Paciente 2 (Cancer de Prostata): Controle
Positivo Alterado: vinagre de macé (0,5 ml)

Paciente 3 (Idoso — >60 anos): Desconhecido
(+) Alterado: vinagre de macé (0,5 ml)

Paciente 4 (Adulto — 19-59 anos):
Desconhecido (-)

Normal: agua (0,5 ml)

Paciente 5 (*Jovem — A-J: 15-17 anos, J-J:
18-24 anos, J-Ad: 25-29 anos): Desconhecido
(-) Normal: agua (0,5 ml)

*A = Adolescente, J = Jovem, Ad = Adulto

20



5. Procedimentos

* Coloque 0,5 ml de cada amostra de paciente
em cada poco da placa, respectivamente.

» Transfira 1 ml do indicador/reagente.

* Misture e observe a mudanga de cor do
liquido.

RESULTADQOS
Cor inalterada (roxa) Negativo
Cor rosa ou vermelha Positivo

No primeiro paciente:

No segundo paciente:

No terceiro paciente:

No quarto paciente:

No quinto paciente:

6. Perguntas de Discussao

6.1. Comente (brevemente) os resultados em
relacdo aos pacientes analisados.

6.2. Defina e compare os dados encontrados
analisando a idade dos pacientes.

6.3. Que tipo de teste foi realizado: direto ou
indireto? Justifique.
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Reagdo Colorimétrica
INTRODUCAO

As reacles colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagnésticos rapidos e confiaveis em varios contextos de
salde. Este principio é amplamente utilizado para
diagnésticos clinicos, como:
-HIV: Detecgao de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode
ocorrer de forma indireta ou direta:

A. Reagdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacdo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenga) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanca de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparagdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra biolégica (como sangue ou soro) é adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rdbano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apds a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima é adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma rea¢do quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de peréxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada
em amarelo pela adi¢do de acido sulfurico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reagdo Colorimétrica Direta

Existem reacdes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um
exemplo classico € o uso de anticorpos ligados a

particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagndsticos rapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reac6es Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteracBes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediarias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: Ideal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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Nome de sua Instituicao

Logo da
sua Projeto Ser Humano: Kit de Simulacdo Aplicada (KitSA-LABiEMol)
Instituigéo Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Ensino e Modelagem Molecular

Universidade Federal Fluminense/Instituto de Biologia

Secédo Interdisciplinar (Patologia/Oncologia)
) Verséo: Monitores e Professores )
TOPICO: APREVENCAO E O COMBATE AO CANCER DE PROSTATA

1. Introducao

O cancer de prostata € um dos tipos mais
comuns de cancer entre 0s homens,
especialmente aqueles com mais de 50 anos de
idade. A deteccdo precoce € essencial para o
tratamento  bem-sucedido, e o Antigeno
Prostatico Especifico (PSA) € uma ferramenta
importante nesse processo. O PSA é uma
proteina produzida principalmente pelas células
da prostata e € encontrada em pequenas
quantidades no sangue de homens saudaveis. No
entanto, niveis elevados de PSA podem indicar
alteracbes na prostata, incluindo infecgdes,
hiperplasia benigna ou cancer.

Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

Medir os niveis de PSA no sangue € um
exame simples, mas altamente relevante.
Geralmente, niveis abaixo de 4 ng/mL séo
considerados normais, embora essa referéncia
varie de acordo com a idade, histérico familiar e
outros fatores. Resultados entre 4 e 10 ng/mL
podem indicar a necessidade de exames
adicionais, como toque retal e bidpsia. Valores
acima de 10 ng/mL aumentam a probabilidade
de malignidade.

E importante notar que o PSA ndo é
exclusivo para deteccdo de cancer; outros
fatores, como prostatite ou aumento benigno da
prostata, também podem elevar seus niveis.
Além disso, procedimentos recentes, como

colocacdo de cateter ou ejaculacdo, podem
influenciar temporariamente o0s resultados,
destacando a importancia de uma avaliacdo
clinica detalhada.

Apesar de suas limitacdes, o PSA
desempenha um papel fundamental na
triagem e monitoramento do cancer de
prostata. Ele ajuda a identificar casos em
estagios iniciais e a monitorar pacientes em
tratamento, sendo Gtil na avaliacdo da
resposta terapéutica e possiveis recorréncias
tumorais. A combinacdo do PSA com outros
métodos diagnosticos melhora a precisao,
permitindo intervengGes mais eficazes e
personalizadas

Monitoramento  regular do  PSA,
juntamente com consultas periodicas a um
especialista, € crucial para homens
pertencentes a grupos de risco, como
aqueles com histérico familiar de cancer de
préstata ou descendéncia africana, devido a
maior predisposicdo genética.

Os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de céancer de prostata
incluem: idade (aumento significativo na
incidéncia e mortalidade em homens acima
de 60 anos) historico  familiar,
(especialmente em parentes de primeiro grau
diagnosticados antes dos 60 anos), e
aspectos relacionados ao estilo de vida (por
exemplo, obesidade e dieta inadequada).
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De acordo com a Organizagdo Mundial da
Salde (OMS), algumas medidas podem reduzir
0 Impacto desses fatores de risco. Entre elas
estdo a adocdo de uma dieta equilibrada, a
pratica regular de exercicios fisicos, a
manutencdo de um peso saudavel, a reducdo do
consumo de alcool e o combate ao tabagismo e
ao comportamento sedentario.

Nesta pratica, cada grupo de estudantes
avaliara diferentes hipoteses relacionadas ao
diagndstico dos pacientes analisados. Por meio
da deteccdo da presenca de PSA no soro,
utilizando um reagente que contém anticorpos
contra PSA, serdo realizados dois testes de
controle:

a) um teste de controle negativo (Paciente 1
Normal), no qual o soro ndo provoca nenhuma
alteragdo no reagente usado; e

b) um teste de controle positivo (Paciente 2 com
Cancer de Préstata), no qual a presenca de uma
alteracdo na cor é garantida.

Um aspecto uUnico deste trabalho é a
substituicio de material  biolégico  por
simuladores aplicados. A substituicdo desses
materiais bioldgicos sera feita utilizando vinagre
de macd para preparar as “amostras dos
voluntérios”. O indicador de pH que simulara o
reagente formado por anticorpos contra o PSA
sera a solucdo de repolho roxo, que é de féacil
acesso, simples de preparar, de baixo custo e
baixo risco.

2. Obijetivos

Nosso objetivo é analisar as amostras de soro
sanguineo de pacientes em busca da producéo
de PSA para o diagnostico de cancer de prostata.

3. Reagents

-5 seringas/pipetas de 5 ml ou pipetas de
plastico tipo Pasteur.

-5 microplacas recicladas de cultura celular de 6
pocos ou 14 tubos de vidro.

-Reagente com anticorpos marcados com
molécula cromogénica.

-Soros de pacientes.

4. Preparacgdo dos Reagentes

+ Amostras dos Pacientes
- Rotule os tubos/placas correspondendo aos
soros dos pacientes.

Paciente 1 (Normal): Controle Negativo
Paciente 2 (Céncer de Prostata): Controle
Positivo

Paciente 3 (Idoso — > 60 anos): Desconhecido
Paciente 4 (Adulto — 29-59 anos):
Desconhecido Paciente 5 (*Jovem — A-J. 15-
17 anos, J-J: 18-24 anos, J-Ad: 25-29 anos):
Desconhecido

*A = Adolescente, J = Jovem, Ad = Adulto

5. Procedimentos

+ Coloque 0,5 ml de cada amostra de paciente
em cada poco da placa, respectivamente.

« Transfira 1 ml do indicador/reagente.

* Misture e observe a mudanca de cor do liquid

RESULTADOS
Cor inalterada (roxa) Negativo
Cor rosa ou vermelha Positivo

No primeiro paciente:
No segundo paciente:
No terceiro paciente:
No quarto paciente:
No quinto paciente:

6. Perguntas de Discussao

6.1. Comente (brevemente) os resultados em
relacdo aos pacientes analisados.

6.2. Defina e compare os dados encontrados
analisando a idade dos pacientes.

6.3. Que tipo de teste foi realizado: direto ou
indireto? Justifique.
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Reacao Colorimétrica
INTRODUCAO

As reacdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagndsticos rapidos e confidveis em varios contextos de
salde. Este principio &€ amplamente utilizado para
diagnosticos clinicos, como:
-HI1V: Detecgdo de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode ocorrer
de forma indireta ou direta:

A. Reagdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacdo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patdgeno ou
marcador de doenca) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanga de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) € adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rabano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apos a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima é adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de peroxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada em
amarelo pela adi¢ao de acido sulftrico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional & quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reacéo Colorimétrica Direta

Existem reacfes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um

exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a
particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagnésticos réapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reagbes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragbes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediérias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: ldeal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaéticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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Nome de sua Instituicao

Logo da
sua Projeto Ser Humano: Kit de Simulacdo Aplicada (KitSA-LABiEMol)
Instituigéo Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Ensino e Modelagem Molecular

Universidade Federal Fluminense/Instituto de Biologia

Secao Interdisciplinar (Patologia/lmunologia)
Vers&o: Monitores e Professores

TOPICO: IDENTIFICANDO ALERGIAS PARA MELHOR QUALIDADE DE VIDA

1. Introducéo

A alergia é wuma resposta imune
exagerada a moléculas chamadas alérgenos.
Diagnosticar alergias é crucial para o tratamento
e controle de reaces alérgicas e frequentemente
envolve testes laboratoriais que avaliam a
presenca de anticorpos especificos.

Os anticorpos mais relevantes no

processo alérgico incluem:

IgE: associado a reacdes alérgicas imediatas,
como aquelas desencadeadas por pélen, acaros
ou alimentos.

A .
Wik . ¢ 4%

; S

i R,

Imunoglobulina E (IgE)

IgG: envolvidos e utilizados em estudos para
reacOes  retardadas ou avaliacdo  de
sensibilizag&do prolongada.

Imunoglobulina G (IgG)

Este Kit de Simulacdo para Diagnostico
de Alergia (KitSA) simula a dindmica das
respostas imunolégicas utilizando reagentes
substitutos que reproduzem alteracbes em um
ambiente controlado. Essa abordagem € ndo
apenas econbmica, mas também sustentavel e
educacional, empregando indicadores de pH
naturais, como o extrato de repolho roxo.

pH Indicator
Red Cabagge
)
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I o p 3
. . o f\ | . HO__0O Qj/ B B
fg'f.,«lﬁ * T\jﬂff = “EJ.,Iij

pH > 11

o

pH<13 pH 8,5

Cation Base Anion

pH/Color 2NN 6 BN 101 12 14

As antocianinas presentes no repolho
roxo sdo pigmentos naturais que mudam de cor
conforme o pH, tornando-os Uteis para simular
alteracdes quimicas relacionadas ao diagndstico
de alergias. Essas moléculas também possuem
propriedades antioxidantes, o que reforca seu
papel na protecdo das plantas contra os estresses
ambientais

2. Objetivo
Nosso objetivo é simular o diagnostico

de alergias analisando amostras simuladas,
reproduzindo reagGes quimicas que imitam
respostas alérgicas, como a liberacdo de
mediadores inflamatdrios.

28




3. Reagentes e Materiais

e 10 seringas de 5 mL ou pipetas Pasteur
descartaveis.

e 6 placas de pocos recicladas ou 10 tubos de
vidro.

e 1 repolho roxo.

e 1 liquidificador e peneira.

e Agu
mag
e Etig

a, vinagre, refrigerante de liméo, leite de
nésia e bicarbonato de sodio.
uetas para identificacdo dos materiais.

4. Preparo dos Reagentes

Indicador de pH

1.

. Armazene

Pique 500 g de repolho roxo e adicione 1
L de agua.

Cozinhe por 15 minutos.

Bata a mistura no liquidificador e coe
utilizando uma peneira fina.

em um frasco
mantendo sob refrigeracéo.
Utilize 2 mL da solucdo em cada poco
ou tubo para os testes.

limpo,

Amostras dos Pacientes
Cada paciente simulado representara uma

condicdo especifica de resposta alérgica:

Paciente Normal (Controle) Alterado (Resposta
Alérgica)
Paciente 1 Agua (5 mL) Vinagre (5 mL)
Paciente 2 Agua (5 mL), Refrigerante (5 mL),
Bicarbonato (5 mL) | Leite de Magnésia (5
mL)
Paciente 3 | Agua (5 mL), Leite Leite de Magnésia (5
de Magnésia (5 mL) | mL), Refrigerante (5
mL)
Paciente 4 | Refrigerante (5 mL) Vinagre (5 mL)

5. Procedimento Experimental

1. Identifique os pogos ou tubos com as
correspondentes  a

2. Adicione 5 mL da amostra preparada em
3. Acrescente 2 mL do indicador de pH em

4. Misture suavemente.

condigdes
paciente.

cada recipiente.

cada poco ou tubo.

cada

5. Observe e registre as mudancgas de
coloracdo, utilizando a tabela a seguir:

Cor Observada Condplaao de Interpretacéo
Roxo Neutro Resposta normal
Verde-azulado Bésico POS?'V.GI reacao
alérgica leve
Rosa ou Acido Reac;_ao alérgica
vermelho intensa

6. Resultados e Discussao

Paciente 1:
Paciente 2:
Paciente 3:
Paciente 4.

Questdes para Reflexao

1. Compare os resultados obtidos para 0s
diferentes pacientes.

2. Relacione as condicdes simuladas com a
producdo de anticorpos ou necessidade
de reforco diagnostico.

3. Analise a eficacia dos diferentes
“tratamentos”  representados  pelos
reagentes utilizados.

7. Conclusao

Este experimento permite compreender as bases
do diagnostico de alergias de maneira pratica e
interativa. O uso de reagentes naturais, como 0
extrato de repolho roxo, oferece uma alternativa
acessivel e eficaz para simulagfes educacionais
de processos imunoldgicos.

29



Reacdo Colorimétrica

INTRODUCAO
As reacdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagnosticos rapidos e confidveis em varios contextos de
salde. Este principio é amplamente utilizado para
diagnosticos clinicos, como:
-HIV: Detecgdo de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reagdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode ocorrer
de forma indireta ou direta:

A. Reacdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacdo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patdgeno ou
marcador de doenca) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanga de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) é adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rédbano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Ap6s a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima é adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de peroxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada em
amarelo pela adicdo de acido sulfarico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional & quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reacao Colorimétrica Direta
Existem reacdes colorimétricas diretas onde a ligacéo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que

mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um
exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a
particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagndsticos rapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reagbes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloragdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra 0 antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragbes conformacionais durante a
ligagdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediérias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: ldeal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaéticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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Nome de sua Instituicao

Logo da
sua Projeto Ser Humano: Kit de Simulacdo Aplicada (KitSA-LABiEMol)
Instituigéo Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Ensino e Modelagem Molecular

Universidade Federal Fluminense/Instituto de Biologia

Secao Interdisciplinar (Patologia/lmunologia)
Vers&o: Monitores e Professores

TOPICO: IDENTIFICANDO ALERGIAS PARA MELHOR QUALIDADE DE VIDA

1. Introducéo

A alergia é uma resposta imune
exagerada a moléculas chamadas alérgenos.
Diagnosticar alergias é crucial para o
tratamento e controle de reagdes alérgicas e
frequentemente envolve testes laboratoriais
que avaliam a presenca de anticorpos
especificos.

Os anticorpos mais relevantes no
processo alérgico incluem:

e IgE: associado a reacOes alérgicas
imediatas, como aquelas desencadeadas
por polen, acaros ou alimentos.

Ao

P f / e
i 7
o
o\ L

N

N
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e IgG: envolvidos e utilizados em
estudos para reacOGes retardadas ou
avaliacdo de sensibilizacao prolongada.
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2. Objetivo

Nosso proposito € auxiliar no diagndstico de
alergias, analisando amostras de pacientes e
identificando respostas alérgicas, como a
liberagdo de mediadores inflamatorios.

3 Reagentes e Materiais

* 10 seringas de 5 mL ou pipetas Pasteur
descartaveis.

* 6 placas de pogo recicladas ou 10 tubos de
vidro.

» Reagente para alergia.

» Amostras de pacientes e controles (Negativo
e positivo).

4. Preparacdo dos Reagentes

Indicador de pH

a) Pronto para uso, adicionar 2 mL da solucédo
em cada poc¢o ou tubo para os testes.

Amostras de Pacientes

Cada paciente possui uma condicao especifica
de resposta alérgica:

Controle Negativo (Normal): 0,5 mL

Controle Positivo para possivel reacdo alérgica
leve: 5 mL

Controle Positivo para reacao alérgica intensa
1:0,5mL

32




Paciente 1: Desconhecido: 0,5 mL
Paciente 2: Desconhecido: 0,5 mL
Paciente 3: Desconhecido: 0,5 mL
Paciente 4: Desconhecido: 0,5 mL

5. Procedimento Experimental
a) ldentifiqgue os pogos ou tubos com as

condicdes correspondentes a cada paciente.

b) Adicione 0,5 mL da amostra preparada do
paciente em cada recipiente.
c) Adicione 2 mL do indicador de pH a cada

poco ou tubo.

d) Misture suavemente.
e) Observe e registre as mudangas de cor
usando a tabela a seguir.

Cor Condicao de Interpretacio
observada pH pretag
Roxo Neutro Resposta normal
Azul- - Possivel reacao
Basico o
esverdeado alérgica leve
Pink or red Acido Reagdo alergica

intensa

6. Resultados e Discussao

Paciente 1:

Paciente 2:

Paciente 3:

Paciente 4:

Questdes para Reflexao

5. Compare os resultados obtidos para os
diferentes pacientes.

6. Relacione as condic¢des simuladas com
a producdo de
necessidade de reforco diagndstico.
Analise a eficacia dos diferentes

“tratamentos”

reagentes utilizados.

anticorpos  ou

representados  pelos
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Reacdo Colorimétrica
INTRODUCAO

As reacdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagndsticos rapidos e confiaveis em varios contextos de
salde. Este principio &€ amplamente utilizado para
diagnésticos clinicos, como:
-HIV: Detecgao de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode ocorrer
de forma indireta ou direta:

A. Reacdo Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacdo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenca) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanga de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) € adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rabano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apos a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima € adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado ¢ o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidagdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada em
amarelo pela adi¢ao de acido sulfirico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional a quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reacao Colorimétrica Direta

Existem reacfes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um
exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a

particulas de ouro coloidal, que geram uma mudanca de
cor visivel sem a necessidade de etapas adicionais com
substratos ou enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em
diagnésticos rapidos, especialmente em cenarios de
triagem e emergéncias médicas.

Exemplos de Reacdes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragdes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediérias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: lIdeal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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Name of Institution

Logo of your
Institution

Human Project: Applied Simulation
Laboratory of Antibiotics, Biochemistry, Teaching, and Molecular Modeling
Fluminense Federal University, Institute of Biology, Brazil

Secao Interdisciplinar (Patologia/Bioquimica)
Versao: Monitores e Professores

TEMA: pH E SUA IMPORTANCIA MEDICA

1. Introducéo

The knowledge about pH is of great
importance for the human body. Since the
maintenance of the homeostasis due to its role
is standards is fundamental for the human and
animal metabolism. Changes in pH can cause
different problems including immune system
depression, making the individual more
susceptible to viral, bacterial, and fungal
infections.

Muitas  alteracdes  fisiopatoldgicas
podem ocorrer como consequéncia de
alteracdes no pH, as quais podem ser utilizadas
para auxiliar no diagnéstico de diferentes
doencas.

a.  Em pacientes com diabetes mellitus tipo 1
ndo tratado, havera um acimulo de corpos
cetbnicos (cetoacidose), que
consequentemente gerara acidose
metabolica. Isso pode ser observado no
pH sanguineo, considerando o valor
normal de 7,4.

b. Outra doenca em que a acidose
metabdlica é observada € a insuficiéncia
renal. Ela é causada pela redugdo da
excrecdo de acidos e pela diminuicdo da
reabsorcdo de HCO3-. Nestes pacientes,
pode-se observar acidose metabdlica (pH
de 7,1) no sangue, enquanto a urina €
bésica devido a grande eliminacdo de
HCO3-.

c. Um paciente com hiperaldosteronismo
primario, incluindo hiperplasia adrenal
congénita, experimentard perda renal de
acido. A superproducdo de aldosterona

favorecerd a reabsorcdo de sddio e a
eliminacdlo de potassio na urina,
comprometendo a bomba de sodio-
potassio ATPase. Isso inibe a reabsor¢do
de bicarbonato no tubulo contorcido
proximal. O bicarbonato no lumen tubular
recebera um proton e serd eliminado na
forma de acido carbdnico. A eliminacao
significativa de acido resultard em alcalose
metabolica.

A flora vaginal normal em mulheres em
idade reprodutiva geralmente consiste em
Lactobacillus sp. Essa colonizacdo
mantém o pH vaginal dentro de faixas
normais, prevenindo, assim, o crescimento
excessivo de bactérias e  fungos
patogénicos. Alguns fatores que podem
favorecer o0 estabelecimento de um
processo  patogénico, como infec¢do
vaginal causada por Candida, incluem o
uso de antibidticos, pH vaginal alcalino,
higiene inadequada e diabetes mellitus.
Essa infec¢do provoca uma diminuicdo do
pH para valores abaixo de 4,5.

Em um paciente com pancreatite aguda
causada por uma obstrucdo devido a um
calculo biliar, ndo haverd liberacdo de
suco pancreatico. Consequentemente, nao
havera aumento no pH, enquanto um pH
acido pode ser detectado no duodeno. O
pancreas exocrino, estimulado pela
colecistocinina  (CCK), produzira e
secretard enzimas digestivas e bicarbonato.
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Devido a grande quantidade de
bicarbonato, o pH da secre¢édo pancreatica
¢ em torno de 8, permitindo a
neutralizacdo do &cido estomacal (HCI).
Esta secrecdo é eliminada através do
ducto pancreatico, que é aberto devido a
estimulacdo pela secretina.

f. As células cancerigenas possuem um
metabolismo  diferente das ceélulas
saudaveis. Devido ao seu crescimento
acelerado, elas apresentam uma alta taxa
de glicolise seguida por fermentacdo
lactica no citosol. Em ceélulas saudaveis,
a glicolise seria seguida pela oxidacdo
do piruvato nas mitocondrias. Este efeito
em células malignas é chamado de
Efeito Warburg.

E importante observar que a célula
escolne a via de fermentacdo mesmo na
presenca de oxigénio. Essa via é extremamente
importante para a necessidade de crescimento
acelerado. Na fermentacdo, é possivel produzir
NAD+, que serd restaurado e utilizado
novamente na glicélise. O produto final da
fermentacdo é o acido lactico, assim, na area do
tumor, pode-se observar uma diminuic¢do no pH.

Nesta pratica, cada grupo de estudantes
avaliard diferentes hipo6teses que levardo ao
diagndstico de diferentes pacientes por meio
das diferencas de pH encontradas. Portanto, é
importante realizar um teste de controle
(Normal) que ndo altere o indicador de pH para
observar a mudanca de cor, bem como controles
positivos (pacientes afetados) para identificar
quais cores sdo caracteristicas deste ensaio.

2. Objetivo

Nosso objetivo € analisar amostras de
pacientes (urina e células) para variagédo de pH.

3. Reagentes

-5 seringas de 5 ml ou pipetas Pasteur plésticas.

-5 Microplacas de cultura de célula de 6 pocos
reciclada ou 14 tubos de vidro.

- 1 Repolho roxo.
- 1 Liquidificador.

- 1 Peneira.

- Agua, vinagre, refrigerante de
limdo, leite de magnésia e @&
bicarbonato de sodio.

4. Preparo dos Reagentes
+ ldentificador de pH:

Pesar 500g de repolho roxo picado e com 1L
de 4gua, cozinhar por 15 minutos.
Posteriormente bater no liquidificador e coar
na peneira, guardando no congelador. Usar 2
ml do indicador em cada pog¢o da microplaca
de cultura de célula reciclada ou tubo de
vidro.

+ Amostras dos Pacientes

Paciente 1: Cancer

Controle negativo: Agua (5 ml)

Controle positivo: Vinagre de macd (5 ml)
Paciente desconhecido: Vinagre de maga (5 ml)
Paciente 2: Insuficiéncia Renal

Controle Negativo: Agua (5 ml)

Controle Positivo: Solugédo de bicarbonato (5
ml)

Paciente Desconhecido: Refrigerante de liméo
(5 ml)

Paciente 3: Hiperaldosteronismo Primario
Controle Negativo: Agua (5 ml)

Controle Positivo: Leite de Magnésia (5 ml)
Paciente Desconhecido: Refrigerante de limao
(5 ml)
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Paciente 4: Infec¢do vaginal 6.2. Defina e diferencie (metabolicamente) as
Controle negativo: Refrigerante de Limé&o (5ml)  doencas abordadas.

Controle positivo: Vinagre de Maca (5ml)

Amostra desconhecida: Refrigerante de Limao

Paciente 5: Pancreatite aguda

Controle negativo: Bicarbonato (5ml)
Controle positivo: Vinagre de Maca (5ml)
Amostra desconhecida: Vinagre de Maca (5ml)

5. Procedimentos

+ Colocar 5 ml de cada paciente em cada
poco da placa respectivamente

¢ Transferir 1 mL de identificador;

¢+ Misturar e observar a coloracao do
liquido.

No primeiro paciente: acidose metabdlica =>
pH sanguineo acido e pH urinario basico.

No segundo paciente: alcalose metabdlica =>
pH sanguineo bésico e pH urinario acido.

No terceiro paciente: infecgdo vaginal por
Candida => pH &cido na secrecdo vaginal.

No quarto paciente: pancreatite aguda => pH
acido na secrecdo intestinal.

No quinto paciente: tumor maligno => pH
acido em solucdo tecidual.

RESULTADOS
Cor inalterada (roxo) Neutro
Verde-azulado ou )
Basico
verde
Rosa ou Vermelho Acido

6. Questoes para Discussao

6.1. Comente (brevemente) sobre o resultado
relacionando-o as doencas abordadas.
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Reacdo Colorimétrica

INTRODUCAO
As reagdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagnosticos rapidos e confiaveis em varios contextos de
salde. Este principio é amplamente utilizado para
diagnosticos clinicos, como:
-HIV: Deteccdo de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode
ocorrer de forma indireta ou direta:

A. Reacao Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacéo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenga) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanca de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) é adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rédbano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apés a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima ¢ adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidacdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada
em amarelo pela adi¢do de &cido sulfarico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional & quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reacdo Colorimétrica Direta

Existem reacBes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um

exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a particulas
de ouro coloidal, que geram uma mudanca de cor visivel
sem a necessidade de etapas adicionais com substratos ou
enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em diagndsticos
rapidos, especialmente em cendrios de triagem e
emergéncias médicas.

Exemplos de Reagbes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragBes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediarias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: Ideal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaéticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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CAPITULO IV

SIMULACAO APLICADA

Secao Interdisciplinar (Patologia/Bioquimica)
Tema: pH e sua Importancia Médica

Versdo: Estudantes/Participantes

Autores: Mansur Dewu Muhammad,
Isabela Marinho Américo,
Luis Eduardo Cople Maia de Faria,
Helena Carla Castro.
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Nome de sua Instituicao

Logo da
sua Projeto Ser Humano: Kit de Simulagdo Aplicada (KitSA-LABIEMol)
|nstituig§o Laboratério de Antibidticos, Bioquimica, Ensino e Modelagem Molecular

Universidade Federal Fluminense/Instituto de Biologia

Secao Interdisciplinar (Patologia/Bioquimica)
Versdo: Estudantes/Participantes

TEMA: pH E SUA IMPORTANCIA MEDICA

1. Introducéo

The knowledge about pH is of great
importance for the human body. Since the
maintenance of the homeostasis due to its role
is standards is fundamental for the human and
animal metabolism. Changes in pH can cause
different problems including immune system
depression, making the individual more
susceptible to viral, bacterial, and fungal
infections.

Muitas  alteracdes  fisiopatoldgicas
podem ocorrer como consequéncia de
alteracdes no pH, as quais podem ser utilizadas
para auxiliar no diagnéstico de diferentes
doencas.

a. Em pacientes com diabetes mellitus tipo 1
ndo tratado, haverd um acumulo de corpos
cetbnicos (cetoacidose), que
consequentemente gerara acidose
metabdlica. Isso pode ser observado no pH
sanguineo, considerando o valor normal de
7,4.

b. Outra doenga em que a acidose metabdlica é
observada € a insuficiéncia renal. Ela ¢
causada pela reducdo da excrecdo de acidos e
pela diminuicdo da reabsor¢do de HCO3-.
Nestes pacientes, pode-se observar acidose
metabdlica (pH de 7,1) no sangue, engquanto
a urina é basica devido a grande eliminacéo
de HCO3-.

c. Um paciente com hiperaldosteronismo
primario, incluindo hiperplasia adrenal
congénita, experimentard perda renal de
acido. A superprodugdo de aldosterona
favorecerd a reabsorcdo de sodio e a
eliminacdo de  potassio na  urina,
comprometendo a bomba de sodio-potéssio

ATPase. Isso inibe a reabsorcdo de
bicarbonato no tubulo contorcido proximal. O
bicarbonato no lumen tubular recebera um
proton e serd eliminado na forma de acido
carbbnico. A eliminacdo significativa de
acido resultara em alcalose metabdlica.

A flora vaginal normal em mulheres em idade
reprodutiva  geralmente  consiste  em
Lactobacillus sp. Essa colonizacdo mantém o
pH vaginal dentro de faixas normais,
prevenindo, assim, 0 crescimento excessivo
de bactérias e fungos patogénicos. Alguns
fatores  que podem  favorecer 0
estabelecimento de um processo patogénico,
como infeccdo vaginal causada por Candida,
incluem o uso de antibidticos, pH vaginal
alcalino, higiene inadequada e diabetes
mellitus. Essa infeccdo provoca uma
diminuicdo do pH para valores abaixo de 4,5.

Em um paciente com pancreatite aguda
causada por uma obstrucdo devido a um
calculo biliar, ndo havera liberacdo de suco
pancreatico. Consequentemente, ndo havera
aumento no pH, enquanto um pH acido pode
ser detectado no duodeno. O pancreas
exocrino, estimulado pela colecistocinina
(CCK), produzira e secretard enzimas
digestivas e bicarbonato. Devido & grande
quantidade de bicarbonato, o pH da secrecédo
pancredtica é em torno de 8, permitindo a
neutralizacdo do &cido estomacal (HCI). Esta
secrecdo € eliminada através do ducto
pancreatico, que €é aberto devido a
estimulacdo pela secretina.
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f. As células cancerigenas possuem um
metabolismo diferente das células saudaveis.
Devido ao seu crescimento acelerado, elas
apresentam uma alta taxa de glicdlise
seguida por fermentacdo lactica no citosol.

Em células saudaveis, a glicdlise seria
seguida pela oxidacdo do piruvato nas
mitocondrias. Este efeito em células
malignas é chamado de Efeito Warburg.

E importante observar que a célula
escolhe a via de fermentagdo mesmo na
presenca de oxigénio. Essa via é extremamente
importante para a necessidade de crescimento
acelerado. Na fermentacdo, € possivel produzir
NAD+, que serd restaurado e utilizado
novamente na glicélise. O produto final da
fermentacdo é o acido lactico, assim, na area do
tumor, pode-se observar uma diminuic¢éo no pH.

Nesta prética, cada grupo de estudantes
avaliard diferentes hipoteses que levardo ao
diagnédstico de diferentes pacientes por meio
das diferencas de pH encontradas. Portanto, é
importante realizar um teste de controle
(Normal) que ndo altere o indicador de pH para
observar a mudanca de cor, bem como controles
positivos (pacientes afetados) para identificar
quais cores sao caracteristicas deste ensaio.

2. Objetivo

Nosso objetivo é analisar amostras de
pacientes (urina e células) para variacdo de pH.

3. Reagentes

-5 seringas de 5 ml ou pipetas Pasteur de
plastico

- 5 microplacas de cultura celular recicladas de
6 pocos ou 14 tubos de vidro

- Indicador de pH

- Soro e urina de pacientes

4. Preparo dos Reagentes
+ ldentificador de pH: pronto para uso.

+ Amostras dos Pacientes
- Rotular os Tubos/Placa referentes aos soros

Paciente 0 (Normal): Controle Negativo
Paciente 1 (Cancer de Prostata): Controle
Positivo

Paciente 2 (Insuficiéncia Renal): Controle
Positivo

Paciente 3 (Hiperaldosteronismo): Controle
Positivo

Paciente 4 (Infeccdo Vaginal): Controle
Positivo

Paciente 5 (Pancreatite Aguda): Controle
Positivo

Paciente 6: Desconhecido

Paciente 7: Desconhecido

Paciente 8: Desconhecido

Paciente 9: Desconhecido

Paciente 10: Desconhecido

5. Procedimentos

+ Transferir 2 mL de identificador;

+ Colocar 0,5 ml de cada paciente em cada
poco da placa respectivamente

+ Misturar e observar a coloracdo do liquido.

RESULTADOS
Cor inalterada (roxo) Neutro
Verde-azulado ou verde Basico
Rosa ou Vermelho Acido

Resultado do 6° paciente:
Resultado do 7° paciente:
Resultado do 8° paciente:
Resultado do 9° paciente:
Resultado do 10° paciente:

6. Questdes para Discusséo

6.1. Comente (brevemente) sobre os resultados
relacionando-os as doencas abordadas.

6.2. Defina e diferencie (metabolicamente) as
doencas abordadas.
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Reacdo Colorimétrica

INTRODUCAO
As reagdes colorimétricas oferecem alta sensibilidade e
especificidade, tornando-se ferramentas valiosas para
diagnosticos rapidos e confiaveis em varios contextos de
salde. Este principio é amplamente utilizado para
diagnosticos clinicos, como:
-HIV: Deteccdo de anticorpos contra o virus.
-COVID-19: Identificacdo de anticorpos ou antigenos do
SARS-CoV-2.
-Doencas autoimunes: Avaliacdo de autoanticorpos.

Uma reacdo colorimétrica em um teste
diagnéstico envolvendo antigeno e anticorpo pode
ocorrer de forma indireta ou direta:

A. Reacao Colorimétrica Indireta

Imunoensaios como ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) identificam a interacéo especifica
entre um antigeno (uma molécula de um patégeno ou
marcador de doenga) e um anticorpo ligado a uma
enzima. Eles geram uma mudanca de cor que indica a
presenca do antigeno no anticorpo na amostra, seguindo
estas etapas:
- Preparacdo da Placa: Um antigeno ou anticorpo
especifico é fixado na superficie de uma microplaca. A
amostra bioldgica (como sangue ou soro) é adicionada,
permitindo que o antigeno se ligue ao anticorpo
correspondente, caso ambos estejam presentes.
- Adicdo do Conjugado de Enzima: Um anticorpo
secundario ligado a uma enzima, como peroxidase de
rédbano (HRP) ou fosfatase alcalina, é adicionado. Este
anticorpo se liga ao complexo formado entre o antigeno e
0 anticorpo primario.
- Substrato Cromogénico: Apés a lavagem para remover
componentes ndo ligados, um substrato especifico para a
enzima ¢ adicionado. Quando a enzima interage com o
substrato, ocorre uma reagdo quimica, resultando na
formacdo de um produto colorido.
- Exemplo de Substrato Cromogénico: Para a HRP, o
substrato cromogénico mais usado é o TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbenzidina). Na presenca de perdxido de
hidrogénio, a HRP catalisa a oxidacdo do TMB,
resultando em uma cor azul que pode ser transformada
em amarelo pela adi¢do de &cido sulfarico.
- Deteccdo de Cor: A intensidade da cor gerada é
proporcional & quantidade de antigeno presente na
amostra e pode ser medida por um espectrofotdmetro ou
visualmente, dependendo do teste.

B. Reacdo Colorimétrica Direta

Existem reacBes colorimétricas diretas onde a ligacdo
entre um anticorpo e um antigeno resulta em uma
mudanca de cor. Esses métodos geralmente utilizam
anticorpos conjugados a moléculas cromogénicas que
mudam de cor ao se ligarem ao antigeno-alvo. Um

exemplo classico é o uso de anticorpos ligados a particulas
de ouro coloidal, que geram uma mudanca de cor visivel
sem a necessidade de etapas adicionais com substratos ou
enzimas. Essas metodologias sdo Uteis em diagndsticos
rapidos, especialmente em cendrios de triagem e
emergéncias médicas.

Exemplos de Reagbes Colorimétricas Diretas:
estes Rapidos Baseados em Particulas de Ouro Coloidal:
- Amplamente utilizados em testes diagnosticos rapidos,

como testes de gravidez ou testes de COVID-19.

- O anticorpo é conjugado a nanoparticulas de ouro que
exibem coloracdo vermelha intensa. Quando o anticorpo
encontra o antigeno correspondente, as particulas de ouro
se acumulam, formando uma linha colorida visivel.

Uso de Fluoréforos ou Croméforos Acoplados a
Anticorpos:
Alguns anticorpos podem ser diretamente

conjugados a compostos cromogénicos que mudam de cor
em resposta a alteragBes conformacionais durante a
ligacdo ao antigeno.

Vantagens da Reacéo Direta:
Répida: Elimina etapas intermediarias, como lavagem e

adicdo de substratos.
e Prética: Ideal para dispositivos portateis ou
testes de campo.
e Custo reduzido: Menor complexidade técnica e
operacional.

Limitacdes:
1. Menor sensibilidade: Comparada a métodos
enzimaéticos, como ELISA.

2. Dependéncia de alta especificidade: Para evitar
falsos positivos ou negativos.
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