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PROLOGO

El uso de la simulacién como estrategia de ensefianza ha ganado importancia en
muchos contextos educativos, especialmente en disciplinas relacionadas con la salud. Sin
embargo, su aplicacion en las ciencias basicas sigue siendo limitada, particularmente en
lo que respecta a la correlacion directa con aspectos practicos relacionados con las profe-
siones de la salud. Este libro no es solo una guia; es un punto de partida para aplicar sus
principios, aplicaciones practicas y estudios de caso inspiradores, equipando tanto a estu-
diantes como a profesionales para impulsar la innovacién, mientras honramos nuestra
responsabilidad colectiva hacia las generaciones futuras al explorar clases practicas.

Este libro aborda el desarrollo e implementacion de clases practicas que utilizan in-
dicadores de pH, a los que hemos llamado reactivos universales. Estos reactivos seguros
pueden usarse en un contexto practico y/o para facilitar la comprension de la relacion en-
tre el conocimiento fundamental de diferentes areas basicas, y diversos temas de Biotec-
nologia y Salud, asi como el diagndstico de enfermedades, a través de simulaciones de
laboratorio.

Cada simulacion emplea un indicador de pH extraido de col lombarda, destacando
su potencial para conectar disciplinas basicas con aplicaciones clinicas y/o profesionales.
Ademas, se sustituyeron muestras biolégicas como suero de plasma por vinagre de man-
zana, ya que este libro presenta un llamado a la accién utilizando materiales simples para
simular contextos complejos.

Este libro es el resultado de un esfuerzo colaborativo entre la Dra. Helena Carla
Castro, del Departamento de Biologia Celular y Molecular de la Universidad Federal Flu-
minense (UFF) en Niterdi, Brasil, y la Prof.Silvia Elena Olazabal Toledo, otrora profesora
de la Universidad de Sancti Spiritus, “José Marti”, Cuba. Juntos, organizaron este libro
durante sus estudios doctorales en el Programa de Posgraduacién em Ciencias y Biotec-
nologia de la UFF en 2024. Es parte de su trabajo producido bajo el Proyecto de Exten-
sion llamado The Human Project, coordinado por la Dra. Helena. Esta iniciativa tiene co-
mo objetivo difundir el conocimiento cientifico en diversos entornos, fomentando el apren-
dizaje y el compromiso con la ciencia tanto en comunidades académicas como no aca-

démicas mediante el uso y la ensefianza de estrategias seguras y de bajo costo.

Niteréi, Rio de Janeiro, Brasil, 22 de diciembre de 2024
Helena Carla Castro
Silvia Elena Olazabal Toledo
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INTRODUCCION

En un mundo cada vez mas definido por la urgencia de la sostenibilidad y la inno-
vacion, los principios de la quimica verde se presentan como un faro de esperanza y res-
ponsabilidad. La quimica verde va mas alla de minimizar el dafio. Imagina un futuro donde
la ciencia y la sostenibilidad estén intrinsecamente vinculadas. Al fomentar la creatividad,
la colaboracion y la conciencia, empodera a cientificos, educadores y lideres de la indus-
tria para disefiar soluciones mas seguras, eficientes y en armonia con nuestro planeta.

De manera similar, la simulacion ha surgido como una herramienta importante en
las préacticas educativas en diversas disciplinas, particularmente en areas relacionadas
con la salud y la formacidn clinica. Permite la recreacion de escenarios del mundo real en
un entorno controlado vy libre de riesgos, ofreciendo a los estudiantes oportunidades de
aprendizaje practico e interactivo. Estudios han demostrado la efectividad de la simulacion
en la educacion médica y de enfermeria, destacando su impacto en el desarrollo de habi-
lidades técnicas y el pensamiento critico [1-2]. Sin embargo, su aplicaciéon en disciplinas
como la bioquimica sigue siendo poco explorada.

La Patologia, Biotecnologia, Bioguimica, Inmunologia y Oncologia son disciplinas
basicas fundamentales en las ciencias médicas, de la salud y biolégicas, ya que abordan
procesos biolégicos humanos y animales complejos. Conceptos como el pH, la produc-
cion de anticuerpos y las vacunas son esenciales para comprender la homeostasis fisiol6-
gica, siendo cruciales en el diagndstico y la gestion de diversas enfermedades [3].

En entornos educativos tradicionales, los estudiantes suelen encontrarse con dife-
rentes temas a través de clases teodricas y discusiones abstractas. Este enfoque, sin em-
bargo, puede dificultar la conexién entre teoria y practica, limitando la capacidad de los
estudiantes para relacionar el contenido aprendido en el aula con los escenarios practicos
gue enfrentardn en sus carreras. La integracién del aprendizaje basado en simulaciones
aplicadas en disciplinas basicas presenta una oportunidad Unica para cerrar esta brecha.
Permite a los estudiantes visualizar y comprender mejor el papel de los conceptos apren-
didos en la practica profesional, haciendo que el aprendizaje sea mas relevante y signifi-
cativo [4].

El propdsito principal de este libro es presentar clases practicas basadas en simu-

laciones que utilizan un indicador de pH natural y seguro, extraido de la col lombarda.



Estas clases fueron desarrolladas para demostrar conceptos de diferentes areas en
un contexto aplicado. La simulacion involucré el uso de muestras no bioldgicas que
simulan fluidos corporales, como vinagre de manzana, refresco de limon, agua,
bicarbonato y leche de magnesia, disminuyendo los riesgos asociados al uso de muestras
biolégicas reales.

En estas simulaciones, se desafia a los estudiantes a identificar a estos pacientes,
materiales aprobados por voluntarios (por ejemplo, vacunas) y correlacionar los
resultados con las condiciones asociadas a los cambios observados. Estas clases
practicas ofrecen una experiencia de aprendizaje atractiva, permitiendo a los estudiantes
aplicar conocimientos tedricos en un escenario practico simulado. Al mismo tiempo, este
libro busca demostrar la relevancia de las disciplinas basicas para establecer diagndsticos
para estudiantes de areas de salud, promoviendo una comprensién mas profunda de
como los conceptos aprendidos se relacionan directamente con la practica profesional.

En este libro, cada capitulo permite la discusion de un tema diferente de las areas
de Patologia, Biotecnologia, Inmunologia, Farmacéutica y Oncologia, presentando el de-
sarrollo, aplicacion y evaluacion de esta estrategia de ensefianza basada en simulacion.
Los resultados de la simulacion, incluyendo la retroalimentacion de los estudiantes y la
efectividad del enfoque en la conexién entre teoria y practica, deben discutirse siempre al
final. A través de este libro, esperamos contribuir a las inversiones en mas estudios sobre
el aprendizaje basado en simulacion y su aplicacion en la educacion de jévenes y adultos
en diferentes niveles educativos, ya que permite su uso desde estudiantes jévenes hasta
personas mayores.

Todas las clases practicas incluyen orientaciones distintas para estudian-
tes/participantes y para monitores y profesores para asegurar que el entorno de simulaci-
on se alinee con el enfoque especifico para cada tema. Para los estudiantes, solo se pre-
senta el entorno de simulacién, mientras que para los monitores y profesores, se informa
sobre toda la clase, incluida la preparacién del indicador de pH y las "muestras biolégi-
cas". El andlisis final de los resultados y la discusién también son estimulados, pero no
limitados, por algunas preguntas propuestas en este manual para crear un entorno de
pensamiento y aprendizaje simultaneo.

Por favor, no dudes en ponerte en contacto con los organizadores del libro si tienes

preguntas sobre como utilizar las lecciones practicas (hcastro@id.uff.br). Estamos aqui

para apoyarte y asegurarnos de que aproveches al maximo este recurso, asi como tam-

bién estamos abiertos a colaboraciones nacionales e internacionales. 8
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CAPITULO |
SIMULACION APLICADA

Seccion Interdisciplinaria (Biotecnologia-Patologia)
Tema:Comprendiendo las Vacunas y su
Importancia Médica
Versién:Monitores y Docentes/Profesores

Autores: Sueli Braga,
Aldo Rodrigues,
Nadja Avila,
Leonardo Miceli,
Helena Carla Castro



Nombre de su Instituciéon

Logotipo de
su institucion

Proyecto Humano: Simulacién Aplicada
Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

Seccion Interdisciplinaria (Biotecnologia - Bioquimica)
Version:Monitores y Docentes/Profesores

TEMA: COMPRENDER LAS VACUNAS Y SU IMPORTANCIA MEDICA

1. Introduccion

Las vacunas son una de las estrategias
mas importantes para prevenir enfermedades
infecciosas en la actualidad. Al activar el siste-
ma inmunoldgico para desarrollar anticuerpos
contra patégenos especificos, funcionan presen-
tando al cuerpo componentes del agente infec-
cioso, también llamados antigenos (por ejem-
plo, proteinas, ARN, ADN o particulas virales
inactivadas). Estas moléculas estimulan el sis-
tema inmunoldgico sin inducir la enfermedad,
permitiendo la produccion de anticuerpos, que
son proteinas con actividad defensiva que pro-
tegeran al cuerpo a través de la interaccion con
las células inmunitarias del individuo vacunado.

Para verificar la efectividad de la vacuna, la
produccion de anticuerpos es uno de los
principales indicadores de su eficiencia
protectora. Entre los anticuerpos evaluados,
tenemos:

a) IgM, que indica una respuesta inmunitaria
inicial, siendo el primer anticuerpo producido
después de la exposicion al antigeno.

I'hmunoglobulina M (IgM)

b) 1gG, un anticuerpo relacionado con la
memoria inmunoldgica y responsable de la
proteccidn a largo plazo. La accion neutralizante
de estos anticuerpos en el bloqueo de la
infeccion por patdgenos es el principal enfoque
para evaluar la eficacia de varias vacunas.

Inmunoglobulina G (IgG)

Las pruebas de anticuerpos, también co-
nocidas como serologias porque utilizan suero
sanguineo, se utilizan para evaluar la eficacia de
la vacuna midiendo los niveles de anticuerpos
especificos en la sangre. Estas pruebas tienen
diversos propositos, entre ellos: a) Confirmacién
de la respuesta inmunitaria, verificando el nivel
de produccion de anticuerpos, b) Evaluacién de
la duracion de la proteccion, mediante el moni-
toreo de la cantidad de anticuerpos a lo largo del
tiempo e indicando la necesidad de dosis de re-
fuerzo, y c) Analisis de estudios clinicos durante
el desarrollo de la vacuna, donde las pruebas de
anticuerpos ayudan a determinar si una formula-
cion es efectiva antes de ser aprobada para el
uso publico.
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En esta préctica, cada grupo de estudiantes
evaluara diferentes hipotesis que conduciran al
andlisis de vacunas experimentales contra un
patdgeno desconocido.

Por lo tanto, es importante realizar una
prueba de control negativo (Paciente 1 Normal)
donde el suero no cause un cambio en el reacti-
vo utilizado, asi como una prueba de control
positivo (Paciente 2 Inmunizado) donde se ob-
serve la presencia del anticuerpo y se garantice
el cambio de color.

En este trabajo, la sustitucion del mate-
rial bioldgico por simuladores aplicados se rea-
lizara utilizando un material diferente para la
preparacion de las "muestras voluntarias". En
este caso, vinagre de manzana. El indicador de
pH se preparard como una solucién de col roja.
Estos reactivos son facilmente accesibles y sen-
cillos de preparar, con bajo costo y pocos ries-
gos.

La col roja puede usarse como un indicador
acido-base porque contiene moléculas que cam-
bian de color al entrar en contacto con un acido
0 una base. Estas moléculas son antocianinas,
pigmentos pertenecientes al grupo de los fla-
vonoides, que son responsables de la amplia
variedad de colores en frutas, hojas y flores.

El papel de la antocianina en la planta es
proteger contra la luz ultravioleta y prevenir la
produccion de radicales libres. Esta sustancia es
altamente sensible y debe almacenarse en un
congelador o refrigerador hasta su uso.
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2. Obijetivo

Nuestro propoésito es simular el analisis de
muestras de suero sanguineo de voluntarios

pH/Color 2NN 6 WSl 101 12 14

para la produccion de anticuerpos y la idoneidad
de las cuatro "vacunas" producidas en la propu-
esta de simulacion aplicada.

3. Reactivos

- 5 jeringas de 5 ml o pipetas pléasticas Pasteur.

-5 microplacas recicladas de cultivo celular de 6
pocillos 0 14 tubos de vidrio.

- 1 Col Roja.
- 1 Licuadora.
- 1 coladipor.

- Agua y vinagre de manza-
na

4. Preparacion de Reactivos
+ Indicador de pH:

Pesar 500 g de col roja picada y cocinar con 1 L
de agua durante 15 minutos. Luego, licuar y
colar a través de un tamiz, almacenando en el
congelador. Usar 2 ml del indicador en cada
pocillo de la microplaca reciclada de cultivo
celular o en cada tubo de vidrio.

* Muestras de pacientes (El volumen depende
del uso de tubo o placa)

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

Voluntario C2 (Produccion de anticuerpos):
Positivo Control

Alterado: vinagre de manzana (0,5 ml)
Voluntario 1: Vacuna 1 (Produccion de Anti-
cuerpos)

Alterado: vinagre de manzana (0,5 ml)

Voluntario 2: Vacuna 2 (Necesidad de Dosis de
Refuerzo)
Solucion de bicarbonato de sodio o leche de
magnesia (0,5 ml).
Voluntario 3: Vacuna 3 (No Inmunizado)
Normal: agua (0,5 ml)
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Voluntario 4: Vaccine 4 (Nolnmunizado)
Normal: agua (0,5 ml)

5. Procedimientos

eColoque 0,5 ml de cada muestra de paciente en
cada pocillo de la placa, respectivamente.

eTransfiera 1 ml de indicador/reactivo;

RESULTADOS
Sin cambios de color
Neutro
(morado)

Verde azulado o verde Basico

Rosa 0 rojo Acido
Resultado de C1 Voluntario:
Resultado de Cc2 Voluntario:

Resultado de 1%'Voluntario:
Resultado de 2" Voluntario:
Resultado de 3™Voluntario:
Resultado de 4™Voluntario:

6. Preguntas de Discusion

6.1. Comente (brevemente) sobre los resultados
en relacion con los pacientes analizados.

6.2. Defina y compare los datos encontrados en
funcidn de los grupos de edad de los pacientes.

6.3. ¢Qué tipo de prueba se realizo: directa o
indirecta? Justifique.
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Reaccidon Colorimétrica

INTRODUCCION

Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagnésticos clinicos, como:

-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificacion de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades
autoanticuerpos

La reaccidon colorimétrica en una prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

autoinmunes: Evaluacién de

A. Reaccién Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccion
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacion de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra bioloégica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
-Adicion del conjugado enzimético: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de radbano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccién quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico cominmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5"-tetrametilbencidina). En presencia de perdxido
de hidrdgeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afiadiendo acido sulfurico.
- Deteccion del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotémetro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccién Colorimétrica Directa

Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son dtiles en diagnésticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

colorimétricas

Ejemplos de reacciones

directas:

Pruebas rapidas basadas en part/iculas de oro coloidal:

- Muy utilizadas en pruebas de diagndéstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas COVID-19.
- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracion roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.
Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse
directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
quimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccion directa:

Répida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: ldeal para dispositivos portatiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacion con métodos
enzimaticos como ELISA.

Dependiente de alta especificidad: Para evitar falsos
positivos o negativos.
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CAPITULO |
SIMULACION APLICADA

Seccion Interdisciplinaria (Biotecnologia-Patologia)
Tema:Comprendiendo las Vacunas y su
Importancia Médica
Versién: Estudiantes/Participantes
Autores: Sueli Braga,

Aldo Rodrigues,

Nadja Avila,

Leonardo Miceli,
Helena Carla Castro
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Nombre de su Institucion

Logotipo de su

institucion Proyecto Humano: Simulacién Aplicada

Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

Seccion Interdisciplinaria (Biotecnologia-Bioquimica)
Version: Estudiantes/Participantes

TEMA: COMPRENSION DE LAS VACUNAS Y SU IMPORTANCIA MEDICA

1. Introduccion

Las vacunas son una de las estrategias
mas importantes para prevenir enfermedades
infecciosas en la actualidad. Al activar el siste-
ma inmunologico para desarrollar anticuerpos
contra patogenos especificos, funcionan presen-
tando al cuerpo componentes del agente infec-
cioso, también llamados antigenos (por ejemplo,
proteinas, ARN, ADN o particulas virales inac-
tivadas). Estas moléculas estimulan el sistema
inmunoldgico sin inducir la enfermedad, permi-
tiendo la produccion de anticuerpos, que son
proteinas con actividad defensiva que protege-
ran al cuerpo a traves de la interaccion con las
celulas inmunitarias del individuo vacunado.

Para verificar la efectividad de la vacuna, la
produccién de anticuerpos es uno de los
principales indicadores de su eficiencia
protectora. Entre los anticuerpos evaluados,
tenemos:

a) IgM, que indica una respuesta inmunitaria
inicial, siendo el primer anticuerpo producido
después de la exposicion al antigeno.

=

N

I‘nmunoglobulina M (IgM)

b) 1gG, un anticuerpo relacionado con la
memoria inmunoldgica y responsable de la
proteccion a largo plazo. La accion neutralizante
de estos anticuerpos en el blogueo de la
infeccion por patdgenos es el principal enfoque
para evaluar la eficacia de varias vacunas.

N7
Inmunoglobulina G (IgG)

Las pruebas de anticuerpos, también
conocidas como serologias porque utilizan suero
sanguineo, se utilizan para evaluar la eficacia de
la vacuna midiendo los niveles de anticuerpos
especificos en la sangre. Estas pruebas tienen
diversos propositos, entre ellos: a) Confirma-
cion de la respuesta inmunitaria, verificando el
nivel de produccion de anticuerpos, b) Evalua-
cion de la duracion de la proteccion, mediante el
monitoreo de la cantidad de anticuerpos a lo
largo del tiempo e indicando la necesidad de
dosis de refuerzo, y ¢) Analisis de estudios cli-
nicos durante el desarrollo de la vacuna, donde
las pruebas de anticuerpos ayudan a determinar
si una formulacion es efectiva antes de ser apro-
bada para el uso publico.
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En esta practica, cada grupo de estudian-
tes evaluara diferentes hipdtesis que llevaran al
andlisis de vacunas experimentales contra un
patdgeno desconocido, ya que fueron contrata-
dos por la agencia nacional de salud del pais
para realizar dicha evaluacion. Por lo tanto, es
importante realizar una prueba de control nega-
tivo (Voluntario C1, Normal), donde el suero no
cause un cambio en el reactivo utilizado, asi
como una prueba de control positivo (Volunta-
rio C2, Inmunizado), donde se observe la pre-
sencia del anticuerpo y se garantice el cambio
de color."

2. Objetivo

Nuestro proposito es analizar las muestras de
suero sanguineo de los voluntarios para la pro-
duccion de anticuerpos y la idoneidad de las
vacunas producidas.

3. Reactivos

-5 jeringas/pipetas de 5 ml o pipetas Pasteur de
plastico.

-5 placas de cultivo celular
recicladas de 6 0 12 pocillos
0 14 tubos de vidrio.

-Reactivo con antigeno viral
marcado con  sustancia
cromogenica

-Sueros de voluntarios.

4. Preparacion de Reactivos

» Muestras de voluntarios(el volumen depende
del uso de tubo o placa)

-Etiquete los tubos/placas correspondientes a los

Sueros.

VoluntarioC1 (Normal): Negativo Control

VoluntarioC2 (Inmunizado): Positivo Control
Voluntariol: Vaccuna 1 (Desconocido)
Voluntario2: Vacuna 2 (Desconocido)
Voluntario3: Vacuna 3 (Desconocido)
Voluntario4: Vacuna 4 (Desconocido)

5. Procedimientos

e Cologue 0.5 ml de cada muestra de vo-
luntario en cada pocillo de la placa, res-
pectivamente.

e Transfiera 1 ml del indicador;

e Mezcle y observe el cambio de color del

liquido.
RESULTADOS
Sin cambios de color
Neutro
(morado)
Verde azulado o verde Bésico
Rosa 0 rojo Acido
Resultado de C1l Voluntario:
Resultado de C2 Voluntario:

Resultado de 1%%Voluntario:

Resultado de 2" Voluntario:

Resultado de 3"Voluntario:
Resultado de 4™"Voluntario:

6. Preguntas de Discusién

»/’ 6.1. Comente (de manera sucinta) sobre el resul-

tado relacionado con las vacunas analizadas.
6.2. Defina y compare los datos encontrados
para las dos vacunas.
6.3.¢Qué tipo de prueba se realiz6: directa o
indirecta? Justifique.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION
Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagnésticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificacion de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

Enfermedades
autoanticuerpos

La reaccién colorimétrica en wuna prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

autoinmunes: Evaluacion de

A. Reaccion Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccién
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacion de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra bioldgica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicion del conjugado enzimatico: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccion quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico comdnmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina). En presencia de peroxido
de hidrogeno, la HRP cataliza la oxidacion de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afiadiendo acido sulfurico.
- Deteccion del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotometro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccion Colorimétrica Directa

Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
union entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

Ejemplos de reacciones colorimétricas
directas:

Pruebas rapidas basadas en particulas de oro coloidal:

- Muy utilizadas en pruebas de diagndéstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas COVID-19.

- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracion roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de

color visible.

Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a
anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse

directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
quimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccién directa:

Rapida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: Ideal para dispositivos portétiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacién con métodos
enzimaticos como ELISA.

Dependiente de alta especificidad: Para evitar falsos
positivos o negativos
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TEMA: PREVENCION Y LUCHA CONTRA EL CANCER DE PROSTATA

1. Introduction

El cancer de prostata es uno de los tipos
de cancer mas comunes entre los hombres, es-
pecialmente aquellos mayores de 50 afios. La
deteccion temprana es esencial para un trata-
miento exitoso, y el Antigeno Prostatico Especi-
fico (PSA, por sus siglas en inglés) es una he-
rramienta importante en este proceso. EI PSA es
una proteina producida principalmente por las
células de la préstata y se encuentra en pequefias
cantidades en la sangre de hombres sanos. Sin
embargo, niveles elevados de PSA pueden indi-
car cambios en la prdstata, incluyendo infeccio-
nes, hiperplasia benigna o cancer.

Antigeno Prostatico Especifico(PSA)

Medir los niveles de PSA en la sangre es
una prueba sencilla pero altamente relevante.
Generalmente, los niveles por debajo de 4
ng/mL se consideran normales, aunque este ran-
go de referencia varia segun la edad, los antece-
dentes familiares y otros factores. Resultados
entre 4 y 10 ng/mL pueden indicar la necesidad
de pruebas adicionales, como un examen rectal
digital y una biopsia. Valores por encima de 10
ng/mL aumentan la probabilidad de malignidad.

Un punto importante es que el PSA no es
exclusivo para detectar el cancer; otros factores,

como la prostatitis o el agrandamiento benigno
de la prostata, también pueden elevar sus nive-
les. Ademas, procedimientos recientes, como la
colocacion de un catéter o la eyaculacion, pue-
den influir temporalmente en los resultados, lo
que destaca la importancia de una evaluacion
clinica detallada

A pesar de sus limitaciones, el PSA
desempefia un papel fundamental en la detec-
cion y el monitoreo del cancer de préstata. Ayu-
da a identificar casos en etapas tempranas, asi
como a monitorear a los pacientes en tratamien-
to, siendo util para evaluar la respuesta terapéu-
tica y la posible recurrencia del tumor. La com-
binacion del PSA con otros métodos diagndsti-
cos mejora la precision, permitiendo interven-
ciones mas efectivas y personalizadas.

El monitoreo regular del PSA, junto con
consultas periddicas con un especialista, es cru-
cial para los hombres que pertenecen a grupos
de riesgo, como aquellos con antecedentes fami-
liares de cancer de prostata o de ascendencia
africana, debido a una mayor predisposicién
genética.

Los principales factores de riesgo
para desarrollar cancer de préstata incluyen: la
edad (aumento significativo de la incidencia 'y
mortalidad en hombres mayores de 60 afios), los
antecedentes familiares (especialmente en pari-
entes de primer grado diagnosticados antes de
los 60 afios) y aspectos relacionados con el esti-
lo de vida (por ejemplo, obesidad y dieta inade-
cuada).
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Segun la Organizacion Mundial de la Sa-
lud (OMS), algunas medidas pueden reducir el
impacto de estos factores de riesgo.

Estas incluyen adoptar una dieta equilibrada,
realizar ejercicio fisico regularmente, mantener
un peso saludable, reducir el consumo de alco-
hol y combatir el tabaquismo y el sedentarismo.

En esta practica, cada grupo de estudian-
tes evaluard diferentes hipdtesis que conduzcan
al diagnostico de los pacientes analizados. Me-
diante la deteccion de la presencia de PSA en su
suero utilizando un reactivo que contiene anti-
cuerpos contra el PSA, realizaran dos pruebas
de control:

a) una prueba de control negativo (Paciente 1
Normal) donde el suero no provoca un cambio
en el reactivo utilizado, y

b) una prueba de control positivo (Paciente 2
con cancer de prdstata) donde se garantiza la
presencia de un cambio de color.

El aspecto Unico de este trabajo es la
sustitucion de material bioldgico por simulado-
res aplicados. Dado que la sustitucién de estos
materiales biologicos se realizard utilizando
vinagre de manzana para preparar las "muestras
de voluntarios”. El indicador de pH que simula
el reactivo formado por anticuerpos contra el
PSA sera la solucion de col morada, que es fa-
cilmente accesible, ademas de facil de preparar,
con bajo costo y pocos riesgos.

La col morada puede utilizarse como in-
dicador &cido-base porque contiene moléculas
que cambian de color al entrar en contacto con
un &cido o una base. Estas moléculas son anto-
cianinas, pigmentos que pertenecen al grupo de
los flavonoides y son responsables de la amplia
variedad de colores en frutas, hojas y flores.

pH Indicator qH on ji o i _o
Red Cabagge |~ K,Tf PR SR {/J( w__~_o _/E_j
O = TG == TLX,
061 aal Bal
pH<3 pHB8,5
Cation Base

pH/Color IZEENNGIEEIII0N 12 14

pPH> 11

Anion

El papel de las antocianinas en la planta es
proteger contra la luz ultravioleta y prevenir la
produccion de radicales libres. Esta sustancia es
altamente sensible y debe almacenarse en un
congelador hasta su uso.

2. Objetivos

Nuestro proposito es simular el analisis
de muestras de suero sanguineo de pacientes en
busca de la produccién de PSA para el diagnds-
tico de cancer de prostata.

3. Reactivos
- 5 jeringas de 5 ml o pipetas plasticas Pasteur.

-5 microplacas recicladas de cultivo celular de 6
pocillos o 14 tubos de vidrio.

- 1 Col Roja.
- 1 Licuadora.

- 1 coladipor.

- Agua
manzana

y vinagre de

&s—"’*'*
4. Preparacion de Reactivos

+ Indicador de pH:
Pesar 500 g de col roja picada y cocinar con
1 L de agua durante 15 minutos. Luego, li-
cuar y colar a través de un tamiz, almacenan-
do en el congelador. Usar 2 ml del indicador
en cada pocillo de la microplaca reciclada de
cultivo celular o en cada tubo de vidrio.

+ Muestras de pacientes:El volumen depende
del material (tubos o placa) utilizado en la
prueba

Paciente 1 (Normal): Control Negativo
Normal: agua (0.5 ml)

Paciente 2 (Cancer de Prostata): Control
Positivo
Alterado: vinagre de manzana (0.5 ml)
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Paciente 3 (Anciano—>60 afos): Desconoci-
do (+)

Alterado: vinagre de manzana (0.5 ml)

Paciente 4 (Adulto—19-59 afos): Desconocido
)

Normal: agua (0.5 ml)

Paciente 5 (*Joven—A-J: 15-17 afios, J-J: 18-
24 anos, J-Ad:25-29 afios): Desconocido (-)
Normal: agua (0.5 ml)

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

5. Procedimientos

+ Coloque 0.5 ml de cada muestra de paciente
en cada pocillo de la placa respectivamente.

+ Transfiera 1 ml de indicador/reactivo;

+ Mezcle y observe el cambio de color del
liquido

RESULTADOS
Color sin cambios )
Negativo
(morado)
Rosa 0 Rojo Positivo

En el primer paciente:

En el segundo paciente:

En el tercer paciente:

En el cuarto paciente:

En el quinto paciente:

6. Preguntas de Discusion

6.1.Comente (brevemente) sobre los resultados
en relacion con los pacientes analizados.

6.2.Defina y compare los datos encontrados
analizando la edad de los pacientes.

6.3. ¢Que tipo de prueba se realizo: directa o
indirecta? Justifique.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION
Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagnésticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: ldentificaciéon de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades
autoanticuerpos.

La reaccidon colorimétrica en wuna prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

autoinmunes: Evaluacién de

A. Reaccion Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccion
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacién de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra biolégica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicién del conjugado enzimatico: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccién quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico cominmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5"-tetrametilbencidina). En presencia de peroxido
de hidrdgeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afiadiendo acido sulfurico.
- Deteccidn del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotémetro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccion Colorimétrica Directa
Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro

coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.
Ejemplos de reacciones colorimétricas
directas:
Pruebas rapidas basadas en particulas de oro coloidal:
- Muy utilizadas en pruebas de diagndstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas de COVID-19.
- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracion roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.
Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse
directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
quimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccién directa:

Rapida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: ldeal para dispositivos portatiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacion con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar falsos

positivos o negativos.
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TEMA: PREVENCION Y LUCHA CONTRA EL CANCER DE PROSTATA

1. Introduction

El cancer de prostata es uno de los tipos
de cancer mas comunes entre los hombres, es-
pecialmente aquellos mayores de 50 afios. La
deteccion temprana es esencial para un trata-
miento exitoso, y el Antigeno Prostatico Especi-
fico (PSA, por sus siglas en inglés) es una he-
rramienta importante en este proceso. EI PSA es
una proteina producida principalmente por las
células de la préstata y se encuentra en pequefias
cantidades en la sangre de hombres sanos. Sin
embargo, niveles elevados de PSA pueden indi-
car cambios en la prdstata, incluyendo infeccio-
nes, hiperplasia benigna o cancer.

Antigeno Prostatico Especifico (PSA)

Medir los niveles de PSA en la sangre es
una prueba sencilla pero altamente relevante.
Generalmente, los niveles por debajo de 4
ng/mL se consideran normales, aunque este ran-
go de referencia varia segun la edad, los antece-
dentes familiares y otros factores. Resultados
entre 4 y 10 ng/mL pueden indicar la necesidad
de pruebas adicionales, como un examen rectal
digital y una biopsia. Valores por encima de 10
ng/mL aumentan la probabilidad de malignidad.

Un punto importante es que el PSA no es
exclusivo para detectar el cancer; otros factores,

como la prostatitis o el agrandamiento benigno
de la prostata, también pueden elevar sus nive-
les. Ademas, procedimientos recientes, como la
colocacion de un catéter o la eyaculacion, pue-
den influir temporalmente en los resultados, lo
que destaca la importancia de una evaluacion
clinica detallada

A pesar de sus limitaciones, el PSA
desempefia un papel fundamental en la detec-
cion y el monitoreo del cancer de préstata. Ayu-
da a identificar casos en etapas tempranas, asi
como a monitorear a los pacientes en tratamien-
to, siendo Util para evaluar la respuesta terapéu-
tica y la posible recurrencia del tumor. La com-
binacion del PSA con otros métodos diagndsti-
cos mejora la precision, permitiendo interven-
ciones mas efectivas y personalizadas.

El monitoreo regular del PSA, junto con
consultas periddicas con un especialista, es cru-
cial para los hombres que pertenecen a grupos
de riesgo, como aquellos con antecedentes fami-
liares de cancer de prostata o de ascendencia
africana, debido a una mayor predisposicién
genética.

Los principales factores de riesgo para
desarrollar cancer de prostata incluyen: la edad
(aumento significativo de la incidencia y morta-
lidad en hombres mayores de 60 afios), los ante-
cedentes familiares (especialmente en parientes
de primer grado diagnosticados antes de los 60
afnos) y aspectos relacionados con el estilo de
vida (por ejemplo, obesidad y dieta inadecuada).

Segun la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), algunas medidas pueden reducir el im-
pacto de estos factores de riesgo.
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Estas incluyen adoptar una dieta equili-
brada, realizar ejercicio fisico regularmente,
mantener un peso saludable, reducir el consumo
de alcohol y combatir el tabaquismo y el seden-
tarismo.

En esta practica, cada grupo de estudian-
tes evaluard diferentes hipdtesis que conduzcan
al diagnostico de los pacientes analizados. Me-
diante la deteccion de la presencia de PSA en su
suero utilizando un reactivo que contiene anti-
cuerpos contra el PSA, realizaran dos pruebas
de control:

a) una prueba de control negativo (Paciente 1
Normal) donde el suero no provoca un cambio
en el reactivo utilizado, y

b) una prueba de control positivo (Paciente 2
con cancer de prdstata) donde se garantiza la
presencia de un cambio de color.

El aspecto Unico de este trabajo es la
sustitucién de material bioldgico por simulado-
res aplicados. Dado que la sustitucién de estos
materiales biologicos se realizard utilizando
vinagre de manzana para preparar las "muestras
de voluntarios”. El indicador de pH que simula
el reactivo formado por anticuerpos contra el
PSA sera la solucion de col morada, que es fa-
cilmente accesible, ademas de facil de preparar,
con bajo costo y pocos riesgos.

2. Objetivos

Nuestro proposito es simular el analisis
de muestras de suero sanguineo de pacientes en
busca de la produccién de PSA para el diagnés-
tico de cancer de proéstata.

3. Reactivos
- 5 jeringas de 5 ml o pipetas plasticas Pasteur.

-5 microplacas recicladas de cultivo celular de 6
pocillos 0 14 tubos de vidrio.

-Reactivo con anticuerpos marcados con una
molécula cromogeénica.

-Suero de pacientes.

4. Preparacion de Reactivos
Muestras de Pacientes
- Etiquete los Tubos/Placas correspondientes
a los sueros de los pacientes.
Paciente 1 (Normal): Control Negativo
Paciente 2 (Cancer de Prostata): Control Positivo
Paciente 3 (Anciano — > 60 afios): Desconocido
Paciente 4 (Adulto — 29-59 afios): Desconocido
Paciente 5 (Joven — A-J: 15-17 afios, J-J: 18-24
afios, J-Ad: 25-29 afios): Desconocid
*A = Adolescente, J = Joven, Ad = Adulto

5. Procedimientos

+ Coloque 0.5 ml de cada muestra de paciente
en cada pocillo de la placa, respectivamente.

+ Transfiera 1 ml de indicador/reactivo

+ Mezcle y observe el cambio de color del
liquido

RESULTADOS
Color sin cambios )
Negativo
(morado)

En el primer paciente:

En el segundo paciente:

En el tercer paciente:

En el cuarto paciente:

En el quinto paciente:

6. Preguntas de Discusion

6.1.Comente (brevemente) sobre los resultados
en relacion con los pacientes analizados.
6.2.Defina y compare los datos encontrados
analizando la edad de los pacientes.

6.3. ¢Que tipo de prueba se realizo: directa o
indirecta? Justifique.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION

Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagndsticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificaciéon de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades autoinmunes: Evaluacion de
autoanticuerpos.

La reaccién colorimétrica en una prueba
diagnéstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo

puede producirse de forma indirecta o directa:

A. Reaccién Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccién
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacion de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra bioldgica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicién del conjugado enzimético: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rébano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccion quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico comdnmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5"-tetrametilbencidina). En presencia de perdxido
de hidrégeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afladiendo é&cido sulfurico.
- Deteccion del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotometro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccion Colorimétrica Directa
Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo

clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.
Ejemplos de reacciones colorimétricas
directas:

Pruebas rapidas basadas en particulas de oro coloidal:

- Muy utilizadas en pruebas de diagnostico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas COVID-19.

- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que

presentan una coloracién roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.

Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a
anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse

directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
guimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccién directa:

Répida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Practico: Ideal para dispositivos portatiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.

Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacién con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar

falsos positivos o negativos.
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CAPITULO 1II

SIMULACION APLICADA

Seccidn Interdisciplinaria (Patologia/lnmunologia)

Tema: Identificacion de Alergias para una Mejor Calidad de
Vida

Versioén: Monitores y Docentes/Profesores

Autores: Helena Carla Castro,
Marcelo Rodrigues,
Amanda Santos Antunes,
Leonardo Miceli
Aldo Rodrigues.
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Nombre de su Institucion

Logotipo de su
institucion

Proyecto Humano: Simulacion Aplicada
Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/lnmunologia)
Version: Monitores y Docentes/Profesores

TEMA: IDENTIFICACION DE ALERGIAS PARA UNA MEJOR CALIDAD DE VIDA

1. Introduccién

La alergia es una respuesta inmunitaria
exagerada a moléculas Ilamadas alérgenos.
Diagnosticar alergias es crucial para el
tratamiento y control de las reacciones alérgicas,
y a menudo implica pruebas de laboratorio que
evallan la presencia de anticuerpos especificos.

Los anticuerpos mas relevantes en el
proceso alérgico incluyen:

e IgE: asociado con reacciones alérgicas
inmediatas, como las desencadenadas
por el polen, los &caros del polvo o los
alimentos.

Inmunoglobulina E (IgE)

e 1gG: Involucrada y utilizada en estudios
para reacciones retardadas o evaluacion
de sensibilizacion prolongada.
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Inmunoglobulina G (1gG)

Este KitSA de Simulacion para el
Diagnostico de Alergias simula las dinamicas de
las respuestas inmunes utilizando reactivos
sustitutos que reproducen cambios en un
entorno controlado. Este enfoque no solo es
econdmico, sino también sostenible y educativo,
empleando indicadores de pH naturales como el
extracto de col roja.
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Las antocianinas presentes en la col roja
son pigmentos naturales que cambian de color
segun el pH, lo que las hace utiles para simular
cambios quimicos relacionados con el
diagnostico de alergias. Estas moléculas
también tienen propiedades antioxidantes, lo
que refuerza su papel en la proteccién de las
plantas contra los estrés ambientales.

2. Objetivo
Nuestro propdsito es simular el

diagnostico de alergias analizando muestras
simuladas, reproduciendo reacciones quimicas
que imitan respuestas alérgicas, como la
liberacion de mediadores inflamatorios.
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3. Reactivos y Materiales

e 10 jeringas de 5 mL o pipetas Pasteur
desechables.

e 6 placas de pocillos recicladas o 10 tubos
de vidrio.

e 1 col roja.

e 1 licuadoray colador.

e Agua, vinagre, soda de limon, leche de
magnesia y bicarbonato de sodio.

e Etiquetas para identificar los materiales.

4. Preparacion de Reactivos

Indicador de pH

1) Pique 500 g de col rojay aflada 1 L de
agua.

2) Cocine durante 15 minutos

3) Licue la mezclay cuélela usando un
colador fino.

4) Guérdela en una botella limpia 'y
manténgala refrigerada.

5) Use 2 mL de la solucién en cada pocillo
0 tubo para las pruebas.

Muestras de Pacientes

Cada paciente simulado representara una
condicion especifica de respuesta alérgica:

Paciente Normal (Control)  Alterado (Respuesta
alérgica)

Paciente 1  Agua (5 mL) Vinagre (5 mL)

Paciente 2 Agua (5 mL), Soda (5 mL), Leche de
Bicarbonato (5 Magnesia (5 mL)
mL)

Paciente 3  Agua (5 mL), Leche de Magnesia (5
Leche de mL), Soda (5 mL)
Magnesia (5 mL)

Paciente 4 Soda (5 mL) Vinagre (5 mL)

5. Procedimiento Experimental

1. ldentifique los pocillos o tubos con las
condiciones correspondientes a cada
paciente.

2. Afada 5 mL de la muestra preparada del
paciente a cada contenedor.

3. Afiada 2 mL del indicador de pH a cada
pocillo o tubo.

4. Mezcle suavemente

5. Observe y registre los cambios de color
utilizando la siguiente tabla:

Color Condicion Interpretacion
Observado de pH
Plrpura Neutral Respuesta normal
Azul-verdoso Basico Posible reaccion
alérgica leve
Rosa o rojo Acido Reaccion alérgica
intensa

6. Results and Discussion

e Paciente 1:
e Paciente 2:
e Paciente 3:
e Paciente 4:

Preguntas para Discusion

1. Compare los resultados obtenidos para
los diferentes pacientes.

2. Relacione las condiciones simuladas con
la produccion de anticuerpos o la nece-
sidad de un refuerzo diagndstico.

7. Conclusion

Este experimento permite comprender
los conceptos basicos del diagndstico de alergias
de una manera practica e interactiva. El uso de
reactivos naturales, como el extracto de col roja,
ofrece una alternativa accesible y efectiva para
simulaciones educativas de procesos
inmunoldgicos.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION

Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagndsticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificacion de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades autoinmunes: Evaluacion de
autoanticuerpos

La reaccién colorimétrica en una prueba
diagnéstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo

puede producirse de forma indirecta o directa:

A. Reaccion Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccién
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacion de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra bioldgica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicion del conjugado enzimatico: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccion quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico cominmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina). En presencia de peroxido
de hidrogeno, la HRP cataliza la oxidacion de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afladiendo &cido sulfurico.
- Deteccion del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotometro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccién Colorimétrica Directa

Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

Ejemplos de reacciones colorimétricas

directas:

Pruebas réapidas basadas en particulas de oro coloidal:

- Muy utilizadas en pruebas de diagndéstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas de COVID-19.

- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracién roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.

Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a
anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse

directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
guimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccion directa:

Répida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: Ideal para dispositivos portétiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.

Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacién con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar

falsos positivos o negativos.
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CAPITULO Il

SIMULACION APLICADA

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/lnmunologia)

Tema: Identificacion de Alergias para una Mejor Calidad de
Vida

Versioén: Estudiantes/Participantes

Autores: Helena Carla Castro,
Marcelo Rodrigues,
Amanda Santos Antunes,
Leonardo Miceli
Aldo Rodrigues.
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Nombre de su Institucion

Logotipo de su
institucion

Proyecto Humano: Simulacion Aplicada
Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/lnmunologia)
Version: Estudiantes/Participantes

TEMA: IDENTIFICACION DE ALERGIAS PARA UNA MEJOR CALIDAD DE VIDA

1. Introduccién

La alergia es una respuesta inmunitaria
exagerada a moléculas llamadas alérgenos.
Diagnosticar alergias es crucial para el
tratamiento y control de las reacciones alérgicas,
y a menudo implica pruebas de laboratorio que
evalUan la presencia de anticuerpos especificos.

Los anticuerpos mas relevantes en el
proceso alérgico incluyen:

e IgE: asociado con reacciones alérgicas
inmediatas, como las desencadenadas
por el polen, los acaros del polvo o los
alimentos.

Inmunoglobulina E (IgE)

e 1gG: Involucrada y utilizada en estudios
para reacciones retardadas o evaluacion
de sensibilizacion prolongada.
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Inmunoglobulina G (1gG)

Este KitSA de Simulacion para el
Diagnostico de Alergias simula las dindmicas de
las respuestas inmunes utilizando reactivos
sustitutos que reproducen cambios en un
entorno controlado. Este enfoque no solo es
econdmico, sino también sostenible y educativo,
empleando indicadores de pH naturales como el
extracto de col roja.
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Las antocianinas presentes en la col roja
son pigmentos naturales que cambian de color
segun el pH, lo que las hace utiles para simular
cambios quimicos relacionados con el
diagnoéstico de alergias. Estas moléculas
también tienen propiedades antioxidantes, lo
que refuerza su papel en la proteccién de las
plantas contra los estrés ambientales.

2. Objetivo
Nuestro propdsito es simular el

diagnostico de alergias analizando muestras
simuladas, reproduciendo reacciones quimicas
que imitan respuestas alérgicas, como la
liberacion de mediadores inflamatorios.

31




3. Reactivos y Materiales

e 10 jeringas de 5 mL o pipetas Pasteur
desechables.

e 6 placas de pocillos recicladas o 10 tubos
de vidrio.

e 1 col roja.

e 1 licuadoray colador.

e Agua, vinagre, soda de limon, leche de
magnesia y bicarbonato de sodio.

e Etiquetas para identificar los materiales.

4. Preparacion de Reactivos

Indicador de pH

6) Pique 500 g de col rojay aflada 1 L de
agua.

7) Cocine durante 15 minutos

8) Licue la mezclay cuélela usando un
colador fino.

9) Guérdela en una botella limpia y
manténgala refrigerada.

10) Use 2 mL de la solucion en cada
pocillo o tubo para las pruebas.

Muestras de Pacientes

Cada paciente simulado representara una
condicion especifica de respuesta alérgica:

8. Afada 2 mL del indicador de pH a cada
pocillo o tubo.

9. Mezcle suavemente

10. Observe y registre los cambios de
color utilizando la siguiente tabla:

Color Observado | Condicion de Interpretacion
pH
Plrpura Neutral Respuesta normal
Azul-verdoso Basico Posible reaccion
alérgica leve
Rosa o rojo Acido Reaccidn alérgica
intensa

Paciente | Normal Alterado (Respuesta
(Control) alérgica)

Paciente 1 | Agua (5 mL) Vinagre (5 mL)

Paciente 2 | Agua (5 mL), Soda (5 mL), Leche de
Bicarbonato (5 Magnesia (5 mL)
mL)

Paciente 3 | Agua (5 mL), Leche de Magnesia (5
Leche de mL), Soda (5 mL)
Magnesia (5 mL)

Paciente 4 | Soda (5 mL) Vinagre (5 mL)

5. Procedimiento Experimental

6. Identifique los pocillos o tubos con las
condiciones correspondientes a cada
paciente.

7. Afada 5 mL de la muestra preparada del
paciente a cada contenedor.

6. Results and Discussion

e Paciente 1:
e Paciente 2:
e Paciente 3:
e Paciente 4:

Preguntas para Discusion

3. Compare los resultados obtenidos para
los diferentes pacientes.

4. Relacione las condiciones simuladas con
la produccion de anticuerpos o la nece-
sidad de un refuerzo diagndstico.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION

Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagnésticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificacion de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades
autoanticuerpos

La reaccién colorimétrica en wuna prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

autoinmunes: Evaluacién de

A. Reaccién Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccién
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacion de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra bioldgica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicién del conjugado enzimético: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rébano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccion quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico comdnmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5"-tetrametilbencidina). En presencia de perdxido
de hidrégeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afladiendo é&cido sulfurico.
- Deteccion del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotometro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccién Colorimétrica Directa

Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un

cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

colorimétricas

Ejemplos de reacciones

directas:

Pruebas rapidas basadas en part/iculas de oro coloidal:

- Muy utilizadas en pruebas de diagndéstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas deCOVID-19.

- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracién roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.

Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a
anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse

directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unioén al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
guimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccion directa:

Répida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: Ideal para dispositivos portétiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacién con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar

falsos positivos o negativos.
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CAPITULO IV

SIMULACION APLICADA

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/Bioquimica)

Tema: El pH y Su Importancia Médica

Version: Monitores y Docentes/Profesores

Autores: Mansur Dewu Muhammad,
Isabela Marinho Américo,
Luis Eduardo Cople Maia de Faria,
Helena Carla Castro.
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Nombre de su Institucién

Logotipo de su

institucion Proyecto Humano: Simulacién Aplicada

Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/Bioquimica)
Versién: Monitores y Docentes/Profesores

TEMA: EL PH Y SU IMPORTANCIA MEDICA

1. Introduccién

El conocimiento sobre el pH es de gran
importancia para el cuerpo humano. Dado que
el mantenimiento de la homeostasis debido a su
papel en los estdndares es fundamental para el
metabolismo humano y animal. Los cambios en
el pH pueden causar diferentes problemas, in-
cluyendo la depresion del sistema inmunolégi-
co, lo que hace al individuo méas susceptible a
infecciones virales, bacterianas y fungicas.

Muchos cambios fisiopatoldgicos pue-
den ocurrir como consecuencia de alteraciones
en el pH, los cuales pueden ser utilizados para
ayudar en el diagnéstico de diferentes enferme-
dades.

a) En pacientes con diabetes mellitus tipo 1
no tratada, habra una acumulacion de
cuerpos cetdnicos (cetoacidosis), lo que
consecuentemente generara acidosis meg
tabdlica. Esto puede observarse en el pH
de la sangre, considerando el valor nor-
mal de 7.4.

b) Otra enfermedad en la que se observa
acidosis metabdlica es la insuficiencia
renal. Es causada por una reduccion en
la excrecion de acidos y una disminu-
cion en la reabsorcion de HCO®. En es-
tos pacientes, se puede observar acidosis
metabodlica (pH de 7.1) en la sangre,
mientras que su orina es basica debido a
la gran eliminacion de HCO®.

¢) Un paciente con hiperaldosteronismo
primario, incluyendo la hiperplasia suz
prarrenal congénita, experimentara pér-
dida renal de acido. La sobreproducciérg
de aldosterona favorecera la reabsorcion

)

de sodio y la eliminacion de potasio en
la orina, lo que compromete la bomba de
sodio-potasio ATPasa. Esto inhibe la
reabsorcion de bicarbonato en el tabulo
contorneado proximal. El bicarbonato en
el lumen tubular recibira un proton y se-
rd eliminado en forma de acido carboni-
co. La eliminacion significativa de acido
resultard en alcalosis metabdlica.

d) La flora vaginal normal en mujeres en
edad reproductiva generalmente consiste
en Lactobacillus sp. Esta colonizacion
mantiene el pH vaginal dentro de rangos
normales, previniendo asi el crecimiento
excesivo de bacterias y hongos patdge-
nos. Algunos factores que pueden favo-
recer el establecimiento de un proceso
patogénico, como infecciones vaginales
causadas por Candida, incluyen el uso
de antibidticos, un pH vaginal alcalino,
higiene inadecuada y diabetes mellitus.
Esta infeccién provoca una disminucion
del pH a valores inferiores a 4.5.

) En un paciente con pancreatitis aguda causada

por una obstruccion debido a un célculo biliar,
no habra liberacion de jugo pancreético. En
consecuencia, no se producird un aumento en el
pH, mientras que se puede detectar un pH acido
en el duodeno. El pancreas exocrino, estimulado
por la colecistoquinina (CCK), producira y se-
cretara enzimas digestivas y bicarbonato.Debido
a la gran cantidad de bicarbonato, el pH de la
secrecion pancreatica es de aproximadamente 8,
lo que permite la neutralizacién del acido del
estomago (HCI). Esta secrecion se elimina a
través del conducto pancreatico, que se abre
gracias a la estimulacion por secretina.

36




Las células cancerosas tienen un metabo-
lismo diferente en comparacion con las células
saludables. Debido a su crecimiento acelerado,
tienen una alta tasa de glucolisis seguida de
fermentacion lactica en el citosol. En las células
saludables, la glucolisis seria seguida de la oxi-
dacién del piruvato en las mitocondrias. Este
efecto en las células malignas se denomina
Efecto Warburg.

Es importante destacar que la célula elige
la via de fermentacidn incluso en presencia de
oxigeno. Esta via es extremadamente importante
para la necesidad de crecimiento acelerado. En
la fermentacion, es posible producir NAD+, que
sera restaurado y utilizado nuevamente en la
glucdlisis. El producto final de la fermentacion
es el acido lactico; por lo tanto, en el area del
tumor, se puede observar una disminucién en el
pH.

En esta practica, cada grupo de estudiantes
evaluara diferentes hipdtesis que conduciran al
diagnostico de diferentes pacientes a traves de la
diferencia de pH encontrada. Por lo tanto, es
importante realizar una prueba de control
(Normal) que no altere el indicador de pH para
observar el cambio de color y controles
positivos (pacientes afectados) para conocer qué
colores son caracteristicos de este ensayo.

En este trabajo, se sustituira el material
biolégico por simuladores didacticos. Se
utilizardn  diferentes materiales para la
preparacion de las muestras de los pacientes,
mientras que el indicador de pH se preparara
utilizando una solucion de col morada. Estos
reactivos son facilmente accesibles, faciles de
preparar, de bajo costo y bajo riesgo..

La col morada puede usarse como
indicador acido-base porque contiene moléculas
que cambian de color al entrar en contacto con
un acido o una base. Estas moléculas son
antocianinas, pigmentos pertenecientes al grupo
de los flavonoides que son responsables de la
amplia variedad de colores en frutas, hojas y
flores.
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El papel de la antocianina en las plantas es
proteger contra la luz ultravioleta y prevenir la

produccion de radicales libres. Esta sustancia es
altamente sensible y debe almacenarse en un
congelador o refrigerador hasta su uso.

2. Objetivo

Nuestro propoésito es analizar simuladores de
muestras de pacientes (orina y células) para
determinar la variacion del pH.

3. Reactivos
-5 jeringas de 5 ml o pipetas Pasteur de pléastico.

-5 microplacas de cultivo celular recicladas de 6
0 12 pocillos o 14 tubos
de vidrio.

- 1 ColMorada
- 1 Licuadora

- 1 Colador

- Agua, vinagre de
manzana, refresco de
limén, leche de
magnesia y bicarbonato de sodio

e

4. Preparacion de Reactivos
¢ Indicador de pH:

Pese 500 g de col morada picada y cocine
con 1 L de agua durante 15 minutos. Luego,
licie en una licuadora y cuele a través de un
colador, almacenando en el congelador. Use
1-2 ml del indicador en cada pocillo de la
microplaca de cultivo celular reciclada o tubo
de vidrio.
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¢ Muestras de pacientes

Paciente 1: Cancer

Negativo control: Agua (5ml)

Positivo Control: vinagre de manzana (5ml)
Patient Desconocido: vinagre de manzana
(5ml)

Paciente 2: Renal Insuficiencia

Negativo control: Water (5ml)

Positivo Control: Solucidn de bicarbonato
(5ml)

Paciente desconocido: Refresco de limén (5 ml)
Paciente 3: Hiperaldosteronismo Primario
Control negativo:Agua (5 ml)

Control positivo: Leche de magnesia (5 ml)
Paciente desconocido: Refresco de limén (5 ml)
Paciente 4: Infeccion vaginal

Control negativo: Refresco de limon (5 ml)
Control positivo: Vinagre de manzana (5 ml)
Paciente desconocido:Refresco de limon
Paciente 5: Pancreatitis aguda

Control negativo:Bicarbonato (5 ml)

Control positivo:Vinagre de manzana (5 ml)
Paciente desconocido: Vinagre de manzana (5
ml)

5. Procedimientos

¢ Coloque 0,5 ml de cada muestra de paciente
en cada pocillo de la placa, respectivamente.

¢ Transfiera 1 ml del indicador;

¢ Mezcle y observe el color del liquido.

En el primer paciente: acidosis metabolica =>
pH sanguineo acido y pH urinario bésico.

En el segundo paciente: alcalosis metabolica
=> pH sanguineo basico y pH urinario acido.

En el tercer paciente: infeccion vaginal por
Candida => pH é&cido en la secrecion vaginal.
En el cuarto paciente: pancreatitis aguda =>
pH acido en la secrecion intestinal.

En el quinto paciente: tumor maligno => pH

acido en una solucién tisular.

RESULTADOS

Color sin cambios
) Neutral
(pUrpura)
Verde azulado o verde Basico
Rosa 0 rojo Acido

6. Preguntas de Discusion

6.1.Comente (brevemente) sobre el resultado
relacionandolo con las enfermedades abordadas.

6.2.Defina y diferencie (metabdlicamente) las
enfermedades abordadas.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION

Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagndsticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: ldentificacion de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedades
autoanticuerpos.

La reaccidon colorimétrica en wuna prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

autoinmunes: Evaluacion de

A. Reaccién Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccion
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacién de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra biol6gica (como sangre o suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicion del conjugado enzimatico: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de radbano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccién quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico comuUnmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5'-tetrametilbencidina). En presencia de peroxido
de hidrdgeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afladiendo é&cido sulfurico.
- Deteccidn del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotémetro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccién Colorimétrica Directa

Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un

cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clasico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin
necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagnosticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

Ejemplos de reacciones colorimétricas

directas:

Pruebas réapidas basadas en particulas de oro coloidal:
- Muy utilizadas en pruebas de diagnéstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas de COVID-19.
- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracion roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.
Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse
directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
quimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccion directa:

Répida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: ldeal para dispositivos portatiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacion con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar falsos

positivos o negativos.
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CAPITULO IV

SIMULACION APLICADA

Seccion Interdisciplinaria (Patologia/Bioquimica)
Tema: El pH y Su Importancia Médica

Versioén: Estudiantes/Participantes

Autores: Mansur Dewu Muhammad,
Isabela Marinho Américo,
Luis Eduardo Cople Maia de Faria,
Helena Carla Castro.
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Nombre de su Institucion

Logotipo de su
institucion

Proyecto Humano: Simulacion Aplicada
Laboratorio de Antibiéticos, Bioquimica, Ensefianza y Modelado Molecular
Universidad Federal Fluminense, Instituto de Biologia, Brasil

KitSA-LABIEMol (UFF-IB-GCM): Seccion Interdisciplinaria (Patologia/Bioquimica)
Version: Estudiantes/Participantes
TEMA: EL PHY SU IMPORTANCIA MEDICA

1. Introduccién

El conocimiento sobre el pH es de gran
importancia para el cuerpo humano. Dado que
el mantenimiento de la homeostasis debido a su
papel en los estdndares es fundamental para el
metabolismo humano y animal. Los cambios en
el pH pueden causar diferentes problemas, in-
cluyendo la depresion del sistema inmunolégi-
co, lo que hace al individuo méas susceptible a
infecciones virales, bacterianas y fungicas.

Muchos cambios fisiopatoldgicos pue-
den ocurrir como consecuencia de alteraciones
en el pH, los cuales pueden ser utilizados para
ayudar en el diagnéstico de diferentes enferme-
dades.

h) En pacientes con diabetes mellitus tipo 1
no tratada, habra una acumulacion de
cuerpos cetdnicos (cetoacidosis), lo que
consecuentemente generara acidosis me-
tabdlica. Esto puede observarse en el p
de la sangre, considerando el valor nor-)
mal de 7.4.

i) Otra enfermedad en la que se observa
acidosis metabdlica es la insuficiencia
renal. Es causada por una reduccion en
la excrecion de acidos y una disminu-
cion en la reabsorcion de HCO®. En es-
tos pacientes, se puede observar acidosis
metabodlica (pH de 7.1) en la sangre,
mientras que su orina es basica debido a
la gran eliminacion de HCO®.

J) Un paciente con hiperaldosteronismo
primario, incluyendo la hiperplasia su-
prarrenal congénita, experimentara pér-
dida renal de acido. La sobreproduccion
de aldosterona favorecera la reabsorcion

de sodio y la eliminacion de potasio en
la orina, lo que compromete la bomba de
sodio-potasio ATPasa. Esto inhibe la
reabsorcion de bicarbonato en el tabulo
contorneado proximal. El bicarbonato en
el lumen tubular recibira un proton y se-
rd eliminado en forma de acido carboni-
co. La eliminacion significativa de acido
resultara en alcalosis metabdlica.

k) La flora vaginal normal en mujeres en
edad reproductiva generalmente consiste
en Lactobacillus sp. Esta colonizacion
mantiene el pH vaginal dentro de rangos
normales, previniendo asi el crecimiento
excesivo de bacterias y hongos patdge-
nos. Algunos factores que pueden favo-
recer el establecimiento de un proceso
patogénico, como infecciones vaginales
causadas por Candida, incluyen el uso
de antibidticos, un pH vaginal alcalino,
higiene inadecuada y diabetes mellitus.
Esta infeccién provoca una disminucion
del pH a valores inferiores a 4.5.

En un paciente con pancreatitis aguda causada
por una obstruccion debido a un célculo biliar,
no habra liberacion de jugo pancreético. En
consecuencia, no se producird un aumento en el
pH, mientras que se puede detectar un pH acido
en el duodeno. El pancreas exocrino, estimulado
por la colecistoquinina (CCK), producira y se-
cretara enzimas digestivas y bicarbonato.Debido
a la gran cantidad de bicarbonato, el pH de la
secrecion pancreatica es de aproximadamente 8,
lo que permite la neutralizacién del acido del
estomago (HCI). Esta secrecion se elimina a
través del conducto pancreatico, que se abre
gracias a la estimulacion por secretina.
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Las células cancerosas tienen un metabo-
lismo diferente en comparacion con las células
saludables. Debido a su crecimiento acelerado,
tienen una alta tasa de glucolisis seguida de
fermentacion lactica en el citosol. En las células
saludables, la glucolisis seria seguida de la oxi-
dacién del piruvato en las mitocondrias. Este
efecto en las células malignas se denomina
Efecto Warburg.

Es importante destacar que la célula elige
la via de fermentacién incluso en presencia de
oxigeno. Esta via es extremadamente importante
para la necesidad de crecimiento acelerado. En
la fermentacion, es posible producir NAD+, que
sera restaurado y utilizado nuevamente en la
glucdlisis. El producto final de la fermentacion
es el acido lactico; por lo tanto, en el area del
tumor, se puede observar una disminucién en el
pH.

En esta practica, cada grupo de estudiantes
evaluara diferentes hipdtesis que conduciran al
diagnostico de diferentes pacientes a traves de la
diferencia de pH encontrada. Por lo tanto, es
importante realizar una prueba de control
(Normal) que no altere el indicador de pH para
observar el cambio de color y controles
positivos (pacientes afectados) para conocer qué
colores son caracteristicos de este ensayo.

2. Objetivos

Nuestro propdsito es analizar muestras
de pacientes (orina y células) para la variacion
del pH.

3. Reactivos

- 5 jeringas de 5 ml o pipetas Pasteur de plasti-
co.

- 5 microplacas de cultivo celular recicladas de
6 pocillos o 14 tubos de vidrio.

- Indicador de pH

- Sueros y orinas de los pacientes.

4. Preparacién de Reactivos

+ Indicador de pH: listo para usar.

+ Muestras de pacientes:
- Etiquete los tubos/placas correspondientes
a los sueros

Paciente 0 (Normal): Control negativo
Paciente 1 (Cancer de prostata): Control posi-
tivo

Paciente 2 (Insuficiencia renal): Control posi-
tivo.

Paciente 3 (Hiperaldosteronismo):
positivo

Paciente 4 (Infeccion vaginal): Control positi-
VO

Paciente 5 (Pancreatitis aguda): Control posi-
tivo

Paciente 6: Desconocido

Paciente 7: Desconocido

Paciente 8: Desconocido

Paciente 9: Desconocido

Paciente 10: Desconocido

Control

5. Procedimientos
+ Transfiera 1 ml del indicador de pH;

+ Coloque 0,5 ml de cada muestra de paciente
(desconocidas) y de los controles negativos
y positivos en cada pocillo o tubo marcado,
respectivamente;

+ Mezcle y observe el cambio de color del
liquido

RESULTADOS
Sin cambios de color
Neutro
(morado)
Verde azulado o verde Bésico
Rosa 0 rojo Acido

Resultado del paciente 6:
Resultado del paciente 7:
Resultado del paciente 8:
Resultado del paciente 9:
Resultado del paciente 10:

6. Preguntas de Discusién

6.1.Comente (brevemente) sobre el resultado,
relacionandolo con las enfermedades abordadas.
6.2.Defina y diferencie (metabdlicamente) las
enfermedades abordadas.
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Reaccion Colorimétrica

INTRODUCCION
Las reacciones colorimétricas proporcionan una
elevada sensibilidad y especificidad, lo que las convierte
en valiosas herramientas para el diagnostico rapido y
fiable en diversos contextos sanitarios. Este principio se
utiliza ampliamente para diagnésticos clinicos, como:
-VIH: Deteccion de anticuerpos contra el virus

-COVID-19: Identificacién de anticuerpos o antigenos
del SARS-CoV-2.

-Enfermedadesautoinmunes:Evaluacion de
autoanticuerpos.

La reaccidon colorimétrica en una prueba
diagndstica en la que intervienen antigeno y anticuerpo
puede producirse de forma indirecta o directa:

A. Reaccidn Colorimétrica Indirecta

Los inmunoensayos como ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay) identifican la interaccion
especifica entre un antigeno (una molécula de un
patégeno o marcador de enfermedad) y un anticuerpo
unido a una enzima. Genera un cambio de color que
indica la presencia del antigeno en elanticuerpo de la
muestra siguiendo estos pasos:
- Preparacién de la placa: Se fija un antigeno o
anticuerpo especifico en la superficie de una microplaca.
Se afiade la muestra biolégica (como sangre o0 suero),
permitiendo que el antigeno se una al anticuerpo
correspondiente si ambos estan presentes.
- Adicién del conjugado enzimatico: Se afiade un
anticuerpo secundario unido a una enzima, como la
peroxidasa de rabano picante (HRP) o la fosfatasa
alcalina. Este anticuerpo se une al complejo formado
entre el antigeno y el anticuerpo primario.
- Sustrato cromogénico: Tras el lavado para eliminar los
componentes no unidos, se afiade un sustrato especifico
para la enzima. Cuando la enzima interactia con el
sustrato, se produce una reaccién quimica que da lugar a
la formacion de un producto coloreado.
- Ejemplo de sustrato cromogénico: Para la HRP, el
sustrato cromogénico cominmente utilizado es la TMB
(3,3',5,5"-tetrametilbencidina). En presencia de peroxido
de hidrdgeno, la HRP cataliza la oxidacién de la TMB,
dando lugar a un color azul que puede volverse amarillo
afladiendo é&cido sulfurico.
- Deteccidn del color: La intensidad del color generado es
proporcional a la cantidad de antigeno presente en la
muestra y puede medirse con un espectrofotémetro o
visualmente, dependiendo de la prueba.

B. Reaccion Colorimétrica Directa
Existen reacciones colorimétricas directas en las que la
unién entre un anticuerpo y un antigeno produce un
cambio de color. Estos métodos utilizan generalmente
anticuerpos conjugados con moléculas cromogénicas que
cambian de color alunirse al antigeno diana. Un ejemplo
clésico es el uso de anticuerpos unidos aparticulas de oro
coloidal, que generan un cambio de color visible sin

necesidad de pasos adicionales de sustrato o enzimas.
Estas metodologias son Utiles en diagndsticos rapidos,
especialmente en escenarios de cribado y emergencias
médicas.

Ejemplos de reacciones colorimétricas
directas:
Pruebas rapidas basadas en particulas de oro coloidal:
- Muy utilizadas en pruebas de diagndstico rapido, como
las pruebas de embarazo o las pruebas de COVID-19.
- El anticuerpo se conjuga con nanoparticulas de oro que
presentan una coloracién roja intensa. Cuando el
anticuerpo se encuentra con el antigeno correspondiente,
las particulas de oro se acumulan, formando una linea de
color visible.
Uso de fluoréforos o croméforos acoplados a anticuerpos:
Algunos  anticuerpos  pueden  conjugarse
directamente con compuestos cromogénicos que cambian
de color en respuesta a cambios conformacionales durante
la unién al antigeno. Un ejemplo son los compuestos que
cambian de color o fluorescencia debido a un entorno
quimico o a cambios de proximidad molecular cuando el
anticuerpo se une al antigeno.

Ventajas de la reaccion directa:

Rapida: Elimina pasos intermedios, como el lavado y la
adicion de sustratos.
e Préctico: ldeal para dispositivos portatiles o
pruebas de campo.
e Coste reducido: Menor complejidad técnica y
operativa.
Limitaciones:

Menor sensibilidad: En comparacion con métodos
enzimaticos como ELISA.
Dependiente de alta especificidad: Para evitar falsos

positivos o negativos.
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