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Metodologías 
Básico-Clínicas
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Purificación

Proteínas

Identificación

Caracterización

Cuantificación

Purificación de Proteínas

• Salting in y salting out• Salting in y salting out
• Centrifugación
• Ultrafiltración y diálisis
• Cromatografía (intercambio iónico, 

exclusión afinidad HPLC)exclusión, afinidad, HPLC)
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SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS
CENTRIFUGACIÓN DIFERENCIAL

SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS

DIÁLISIS
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SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS
CROMATOGRAFÍA DE FILTRACIÓN

SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS
CROMATOGRAFÍA CON CARGA 
ELÉCTRICA
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CROMATOGRAFÍA DE AFINIDAD
SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS

CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA DE ALTA PRESIÓN-HPLC
SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS
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Purificación

Proteínas

Identificación

Caracterización

Cuantificación

Identificación y 
Caracterización de Proteínas

• Electroforesis 
• Electroenfoque
• Western blot
• Inmunodetección

Té i t ó i (NMR• Técnicas espectroscópicas (NMR, 
difracción óptica rotatoria, EPR, 
espectrometría de masa, difracción de 
rayos X) 
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SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS

ELECTROFORESIS

SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS

ELECTROENFOQUE
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ELECTROFORESIS 
BIDIMENSIONAL

SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS

DETECCIÓN DE PROTEÍNAS
USO DE ANTICUERPOS
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DETECCIÓN DE PROTEÍNAS
INTERACCIONES ANTÍGENO-ANTICUERPO

ANTICUERPOS POLICLONALES 
Y MONOCLONALES

DETECCIÓN DE PROTEÍNAS
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PREPARACIÓN DE 
ANTICUERPOS 
MONOCLONALES

DETECCIÓN DE PROTEÍNAS
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TonEBP está presente en los 
cardiomiocitos

A Corazón 
fetal

Corazón 
neonato

Corazón 
adulto

TonEBP

B FITC PI

Neonatos

β-actina

TonEBP Hematoxilina

Transversal

C

Adultos Longitudinal



24-03-2010

12



24-03-2010

13

Jensen Nature Reviews Molecular Cell Biology 7, 391-403 (June 2006) | doi:10.1038/nrm1939
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Fosforilación de proteínas
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Purificación

Proteínas

Identificación

Caracterización

Cuantificación

Cuantificación de Proteínas

• Western blot• Western blot
• ELISA
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ELECTROFORESIS-WESTERN BLOT

SEPARACIÓN DE PROTEÍNAS
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Clonamiento

DNA / RNA

Identificación / caracterización

Amplificación

Cuantificación

Clonamiento de DNA

• Enzimas de restricción• Enzimas de restricción
• Vectores de clonamiento
• DNA ligasa
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A restriction enzyme (or restriction endonuclease) is an enzyme that cuts double-stranded DNA. The enzyme 
makes two incisions, one through each of the sugar-phosphate backbones (i.e., each strand) of the double helix 
without damaging the nitrogenous bases. The term restriction comes from the fact that these enzymes were 
discovered in E. coli strains that appeared to be restricting the infection by certain bacteriophages. Restriction 

ENZIMAS DE RESTRICCIÓN
Análisis de DNA
Enzimas de restricción

enzymes therefore are believed to be a mechanism evolved by bacteria to resist viral attack and to help in the 
removal of viral sequences. They are part of what is called the restriction modification system.

The 1978 Nobel Prize in Medicine was awarded to Daniel Nathans, Werner Arber and Hamilton Smith for the 
discovery of restriction endonucleases, leading to the development of recombinant DNA technology. The first 
practical use of their work was the manipulation of E. coli bacteria to produce human insulin for diabetics.

Sitio de restricción MspA11
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Clonamiento

DNA / RNA

Identificación / caracterización

Amplificación

Cuantificación
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Identificación y caracterización 
de DNA / RNA

• Electroforesis en agarosa• Electroforesis en agarosa
• Southern blot
• Northern blot
• Microarray
• Secuenciación• Secuenciación
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Protocolo
macroarray

Protocolo de macroarray

Cell Cycle Genes
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Clonamiento

DNA / RNA

Identificación / caracterización

Amplificación

Cuantificación
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Amplificación de DNA

• Reacción de polimerización en cadena• Reacción de polimerización en cadena 
(PCR)

Transcriptasa Reversa y Reacción en
Cadena de la Polimerasa (RT-PCR)

RNA extraction

Reverse Transcription

cDNA to PCR rx

PCR reaction

Electrophoresis/
Dot Blots/imaging

Image analysis
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Reacción en
Cadena de la Polimerasa (PCR)

PCR es básicamente una técnica in vitro
para  amplificar una secuencia 
especifica de DNA.

Método consiste en tres etapas básicas:
1. Desnaturación  (~95oC)
2. Alineamiento   (~55- 60oC, varía)
3. Extensión   (~72oC)
Las tres etapas se repiten Cíclicamente

Desnaturación: altas temperaturas separan
las dos hebras
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Alineamiento: Partidor comúnmente son
usados ~20 nucleótidos.

Extensión: La polimerasa agrega dNTPs uno a la vez
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Repetición de ciclos

Desnaturación
Alineación 
Extensión

Número promedio de ciclos = 30
230 = 1.07 X 109 copias
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Clonamiento

DNA / RNA

Identificación / caracterización

Amplificación

Cuantificación

Cuantificación de DNA / RNA

• Southern y Northern Blot• Southern y Northern Blot
• Microarray
• RT-PCR en tiempo real
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Transcriptasa Reversa y Reacción en
Cadena de Polimerasa (RT-PCR)

RNA extraction RNA extraction

Real-timeConvencional

Reverse Transcription

cDNA to PCR rx

PCR reaction

RNA extraction

Reverse Transcription

cDNA to PCR rx

PCR reaction

Electrophoresis/
Dot Blots/imaging

Image analysis
Real-time PCR

real-time
real-time real-time

realreal--time PCRtime PCR

7700

hardwarehardware

iCycler
BioRad

7700
Applied Biosystems

5700
Applied Biosystems

FluorTracker
FluorImager

Molecular Dynamics

LightCycler
Roche

FluorTracker
Stratagene

Opticon 1
MJ research
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PCR en tiempo real

Perfil de Amplificación de cDNA

Rn+

R
n

Rn-

No template Control

ΔRn

Sample

Threshold

Baseline Ct

2  4  6  8  10  12  14  16  18  20  22  24  26  28  30  32  34  36  38  40

…………

PCR en tiempo real

Los productos de amplificación se observan a medida que
transcurren los ciclos del PCR

Esta basado en:

La detección y cuantificación de un reportero fluorescente, cuya
señal aumenta en proporción directa a la cantidad de producto
de PCR en la reacción.

El empleo de un termociclador que tiene acoplado un sistema
de detección que es capaz de adquirir y cuantificar la señal
emitida por el reportero al final de cada ciclo para cada muestra.


