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[ FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS J

PATOGENO ACTIVACION EXCESIVA
DEL SISTEMA INMUNITARIO ‘

TNF-a IL-8 IFN-y

(Cicchinelli et al., 2024). 2
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®

[ FISIOPATOLOGIA DE LA SEPSIS ]
Dano endotelial y aumento Hipoperfusion y darno celular
de la permeabilidad vascuiar multiorganico
Pulmones
(SDRA)
Corazon

(disfuncion)

Rinones
(lesion renal aguda) I

Higado
(disfuncion hepatica)

« Vasodltatacion

» Fuga capllar Cerebro

* Microtrombosis (encefalopatia)

» Hipoperfusion tisular

(Cicchinelli et al., 2024). 3
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INTRODUCCION

CASOS POR ANO

48.9

JITILITY

DE CASOS

(OMS, 2020)

MUERTES POR ANO

11
MILLONES

AL

DE MUERTES

EQUIVALE AL 20% DE
MUERTES GLOBALES
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[ INCIDENCIA DE SEPSIS EN ECUADOR J

HOSPITALIZACIONES
POR SEPSIS EN ECUADOR

35%

INCREMENTO

MORTALIDAD
HOSPITALARIA

18%-2 5%\
RANGO ’

30%

HASTAEN HOSPIALLS
DF TERCER NIVEL

2017

2025

(Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC), 2024)

GRUPOS MAS
AFECTADOS

ADULTOS
MAVORES

PACIENTES CON
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@ NEONATOS




ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUEHZAS ARMADAS
NNNNNNNN ON PARA LA EXCCLENCIA

INTRODUCCION

®

[ INCIDENCIA DE SEPSIS EN CHILE J

Tendencia ascendente desde 2017

110-130 casos por cada

100.000 habitantes

= e 250-309 mortalidad
www hospitalaria
en pacientes criticos

A CAUSA PRINCIPAL DE MUERTE EN CHILE
despues de enfermedades cardiovasculares y cancer

(Frontiers in Medicine, 2025) ; (Universidad Santo Tomas, 2026) 6



INTRODUCCION

[ INTERLEUCINA 17A (IL-17A) ]

MONOMERO ] [ HOMODIMERO ]

[ ~30-35 kD ]

| pl8.82 |

(Liu et al., 2013)
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[ Mecanismo de reconocimiento y senalizacion de IL-17A ]

IL 6, IL-23
(1L 18)

(Liu et al., 2013)
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[ FACTOR DE INHIBICION DE LA MIGRACION DE MACROFAGOS (MIF) ]

[ MONOMERO ] [HOMOTRiMERO]

| =11-12,5kDa | | =35-40kDa |
(Camacho Meza et al., 2025) 9
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1. DESENCADENANTES
. Dafio Tisular
Bacterias (DAMPS)
N\ J
i 2. RECONOCIMIENTO 1 | / . \
por PRRS Mecanismos de
(TLR2, TLR4, NLRS, etc.) reco noci m iento
y senalizacion
Macréfagos Monocitos deii:iltai‘éas \ de MIF /
TLR2 TER4 NLRS ~/
2 -

(Camacho Meza et al., 2025)

INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA
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®

4. LIBERACION DE

MIF

(Macrophage Migration
inhibitory Factor) -

CD74
+ CD44

CXCR2

CXCR4

CXCR7

+

= 8 = S
6, ACTIVACION DE VIAS DE SENALIZACION

(ERK1/2 ) ( MAPK ) ( PI3K-AKT ) (NF-k8)

v

-

(@)
o°0
TNF-a

-

@ Q Q
@ O @
@ o
Ci'G)Ci' o @9 o Gi’qi
IL-18 IL-6 IL-8/CXCLS8

IL-12

7. AUMENTO DE PRODUCCION DE CITOCINAS Y QUIMIOCINAS

“ N~
%o
IL-23

(Karabowicz et al., 2024)
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INTRODUCCION

NANOANTICUERPO
(VHH)
Nb JHH
~15 kD

Mayor penetracion tisular

e
A i E: . \
p
g zé Acceso a epitopos cripticos
|

Estabilidad fisicoquimica
|

(Cao et al., 2026)
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®

ANTICUERPO
CONVENCIONAL (IgG)

>
5
C
%

~150 kD

CH3 == CH2 ﬁ
IgG
1 CH3 | ) |
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131
[EET

[ TECNOLOGIA PHAGE DISPLAY ]

Extremo mfectivo Extremo pocterior
(-5 copias) pVIII (-5 coplas)

| (-2.700 copias) |

pVI DNA monocatenario (fagemido)

(Brenda Pei Chui Song et al., 2024).
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OBJETIVO GENERAL

Seleccionar nanoanticuerpos especificos para las proteinas IL-17 y MIF.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

(Expresar y purificar las proteinas por via recombinante \
Act. 1.1: Clonar las secuencias de IL-17 y MIF en vectores de expresion
recombinante.
Act. 1.2: Expresar y purificar las proteinas mediante IMAC.

2. Seleccionar nanoanticuerpos especificos contra IL-17 y MIF
Act. 2.1: Seleccionar nanoanticuerpos mediante phage display.
Act. 2.2: Evaluar el reconocimiento de los nanoanticuerpos mediante

&hage -ELISA J

14
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METODOLOGIA

[ VERIFICACION DE LA INTEGRIDAD DE LOS CONSTRUCTOS PLASMIDICOS ]

Transformacion
por choque
térmico

E. coli TOP10

Seleccion
de clones

LB + Kanamidna
50 ug/ml

(Du et al., 2021) 15
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[ OBTENCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES ]

[ VERIFICACION DE LA INTEGRIDAD DE LOS CONSTRUCTOS PLASMIDICOS J

Extracciéon de ADN: Digestién
Lisis alcalina enzimatica

Gel de agarosa

, Pvull

l
J (endonucleasa
' de restriccién)

Y

(Du et al., 2021) 16
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[ PRODUCCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES J

Transformacion
por choque
térmico

E. coli SHuffle T7 Express

ET29 pET29a-MIF .,
prie=a Seleccion

de clones

LB + Kanamidna
50 ug/ml

(Z. X. Zhang et al., 2022)
17
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[ EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE PRODUCCION DE IL-17AY MIF ]

CCLENCIA

Ensayos preliminares (20 mL)

e 25°C, 7 h, IPTG 0.02 mM
¢ 16.°C, 16 h, IPTG.0.1-0.2 mM
Escalamiento (1L)

¢ 37°C,3 h, IPTG 0.5 mM

(Luo et al., 2024) 18
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®

[ PRODUCCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES J

ey KDa
o gy 97 . e i i

66 - —— —

\E\L// ~// SDS-PAGE (15%)

| 15— m— —
\ i ‘ 20 — o=s = e
7 Western blot

—— Sobrenadante
(fraccion soluble) kpa M S |
97 we
L il —— Pellet 56 e - - -—
. 30 e
Ao \ (fraccion insoluble / 20 8
Perlas de zirconia 5 mm cuerpos de indusion) 14- .

-\

(Luo et al., 2024) 19
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[ TRATAMIENTO DE LOS CUERPOS DE INCLUSION ]

[ Lavados ]

[ Solubilizacién de cuerpos de inclusién ]

(Salazar et al., 2021) 20
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RENATURALIZACION POR SEC, CON FORMULACIONES
CON BUFFER FOSFATO

Centrifugacion

B Colurma do 10:000 rpm > r’( e
‘ desalinizacion 30 min |- Sobrenadante:
(‘ porgraveead | Fraccién — e e
/ \ ‘ Sephadex 0-35 K sl N I
(1 mi. dermair14) -
ESTRATEGIA 1 =) » L=
]
DE *
INTERCAMBIO () TR .
DE B FFERA = Pellet
" : l Cargas ____’ EEaceion Apdiisis de
pH 6 Wl 250 AL de mnestra agregados ffacoones por
\ / \/ protstira solubilizada SDS PAGC | ‘
|
~ il
Buffer / Condicion B1 B2 B3 B4
Buffer fosfeto 50 mM pH 6 v v v v
NaCl 300 mM v v v v
Sacarose 400 mM v
Tiveen 0,02% v v 4
GSSG 0
(Klausser et al., 2026) G 04 mh & v v

21



METODOLOGIA

MONITOREO:
RENATURALIZACION POR SEC CON FORMULACION B1

UNIVEHSIDAD DE LAS FUEHZAS ARMADAS
LA EXCELENCIA

@HESPE

Columna XK 26/20 Analisis de
Sepnadex G-26 - Elucion con Buffar # fracciones por
(60 mL de matriz) =< > SDS PAGE

ESTRATEGIA 1 ——
DE Carga: 10 mL de
muestra proteica A
|NTERCAMBI0 solublitzada —
DE BUFFER A
pH 6 —d
|
B1 _“
Buffer fostato 50 MM pH6 ; 77 3 1
NaCl 300 mM i
Sacarosa 400 mM v
Tween 0,02% v
| GSSG0,1mM d

(Klausser et al., 2026) 22
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RENATURALIZACION Y DESALADO MEDIANTE
GRADIENTES a pH 6, POR POR IMAC

UNIVEHSIDAD DE LAS FUEHZAS ARMADAS
LA EXCELENCIA

@HESPE

BUFFER —GRADIEINTE 1(COULIBRACION / CARGA)

» Buffer fostato (pH-61-50 mM
e NaCl 300 mM

e L-arginina07 M

» Tween 20 0.05 %

Columna de i |

NI Sepharose””  BUFTER— GRADIENITE 2 (ELUCION) » i
. (=
High Performance , g ftor fostato (pH 6) 50 mM
(10 mL de matriz)
« NaCl 300 mM
+ Sacarosa 25 mg/mL

10 mL diec muestra
(IL.17A 0 MIP)

* Tween 20.0.05 % Reodectar frac

[ ESTRATEGIA 2 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 6 J

(Islam et al., 2025). 23
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®

PURIFICACION EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES Y T
REDUCTORAS POR IMAC A pH 6

ESPE

10mk de
muestra

IL-17A 0 MIF)

BUFFER DESNATURALIZANTE
Columna de « Butter fosfato (ett 6) 50 mM
Ni Sephaross™
High Performance rea sl » =N =
(10 mL de matriz) ~ * NaCl 300 mM ¢

* B mercaptoetanol 20 mM

¢ Imidozol 20— 300 mM

Resolectar [rascionet Analisis de

fracciones por
SDS: PAGE

[ ESTRATEGIA 3 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 6 J

(Islam et al., 2025). 24
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PURIFICACION EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES
Y REDUCTORAS POR IMAC A pH 8

Equilibracion / Clucion
Carga 300 mM
/ \ ii‘?dzzl\:l Imidazol
ESTRATEGIA 1
DE
INTERCAMBIO
DE BUFFER A W
pH 8 “*Lavado optimizado: \
\ j LMIF: 30 mM imidazol J J,,‘
|

L-17A: 100 mM imidazol

Columna de
Ni Sepharose™
High Performance
(10 mL de matriz)

(Gagné et al., 2023) 25
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19Re

RENATURALIZACION POR SEC, CON BUFFER BASADO
EN CITRATO TRISODICO

DILUCION I'2
—_——

—3| 50 mMertrale trisodco |; —

Sacarosa 25 mgrinL \| /
01% Tween 20

‘ - |

Recoleccion Analisis de ||

de fracciones fracciones por ]
SDS: PAGE

[ ESTRATEGIA 2 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 8 J

(Gagné et al., 2023) 26
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19Re

RENATURALIZACION POR SEC, CON BUFFER BASADO i
EN L-ARGININA

Diludon 1:2 Recoleccion Analisis de
—_— > de fracciones fracciones por
SDS-PAGE

0,7 M L-arginina ‘ L L
20 mM Tris-HCI plH 8 ’ ) & & 8 |
200 mM NaCl
0.02 % Tiveen 20 EEEE
B i i
IL-17 MIF

[ ESTRATEGIA 3 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 8 J

(Gagné et al., 2023) 27
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®

SELECCION DE NANOANTICUERPOS MEDIANTE
BIOPPANNING DE UNA RONDA

Preseleccion negativa

Biblioteca de fagos

~10"" particulas

(Manrique-Suérez et al., 2025) 28
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®

[ BIOPPANNING DE UNA RONDA, CON ELUCION COMPETITIVA J

ESP

UNIVEHSIDAD DE LAS FUEHZAS ARMADAS

INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

Lavados:

1. PBS-T 0,5% (40X)

2. Glicina HCI pH 2,2 (5X)
3. PBS-T 0,5% (40X)

Elucion competitiva [TBEE 05 5, G
P TG1

|

Veaste

| =

(Manrique-Suarez et al., 2025)

29
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Ty INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

[ GENERACION DE FAGEMIDOS INDIVIDUALES ]

2L(T ~ Amp (1CO pg/ml )

2;YT = Amp (100 ug/mL) ~Kan (50 ug/ml)

+4 % glucosa + 0 1% glucosa

IPTG (0,5 mM)

P P,0 O “
EE0S W) |

37 °C, agitacion 57 °C, agitacion

(Manrique-Suérez et al., 2025) 30
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DETECCION DE FAGEMIDOS CON CAPACIDAD DE UNIRSE AL
ANTIGENO DIANA, PHAGE-DISPLAY

E N

) G

Con antigeno Control
(IL-17A o MIF) (sin antigeno) N

=

il

DO492nm con antigeno

Relacion de union =

DO 495m Sin antigeno

Agitacion

(Manrique-Suérez et al., 2025) 31



RESULTADOS Y DISCUSION ESPE

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ] === wwovasiN EAALEE S

Verificacién de la integridad de los constructos plasmidicos pET-29a-IL17A y pET-29a-MIF

A) Mapa del vector de expresion pET29a-IL17A B) Mapa del vector de expresion pET29a-MIF
& |  6xHis B
E -GE3 — | | o 1 ori |
et bosonebnangste M= SN S e @

T7 promoter N

pET29a- ‘\
IL17a PET29a-MIF i
m : 5 5673 nt 4, 5619 nt :
) 'Eﬂ‘
o
o @
/
s A Lo
’m m

(Kumar et al., 2023). 32
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

ESPE
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INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

A) Digestion enzimatica con Pvull

R

B) Simulacién in silico de la digestion enzimatica
con PvuLL con VertorBee

pET29a-L17A  pET29a-MIF
kb M 1 2 1 2

M PpET29a-IL17A pET29a-MIF

wh oo

0.5 0.5x

1: Vector plasmidico no digerido
2: Vector plasmidico tras la
digestion enzimatica con Pvull

33

(Kumar et al., 2023).
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ] < rewovsoisN RARALE S

Evaluacion inicial de las condiciones de induccion de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle

Analisis por SDS PAGE al 15%

IL-17A MIF

oD 600 0,8 75— f— :
63 — -— r‘e . e .
IPTG 0,2 mM 7 | -
35— 3 ) - > —
Temperatura 25°C - {F - t;
Tiempo 7h v i
17 — -
— D * ‘
_— -

PPM: patrén de peso molecular
FS: fraccion soluble
Fl: fraccion insoluble

(Ojima-Kato, 2024) 34
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

Segunda evaluacion de las condiciones de induccion de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle

Analisis por western blot

IL-17A MIF

0,1 Mm IPTG 0,2 Mm IPTG 0,1 Mm IPTG 0,2 Mm IPTG

OD 600 0,9 ka € & o 2PN S SRR

e - i

Temperatura 16°C -_— ’ ¢
[

11—
Tiempo 16 h

IPTG 0,1 mM - 0,2 mM

PPM: patréon de peso molecular
FS: fraccion soluble
Fl: fraccion insoluble

(Xin et al., 2025) 35
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

Evaluacion final y escalamiento de la produccion de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle

A) WESTERN BLOT B) WESTERN BLOT
SDS PAGE IL-17A IL-17A SDS PAGE MIF MIF

kDa QQQ Q\ Qg kDa Qqé Q\ Q% Q% Qo’,
95 ——
T2 — ’ 95
55— wmm 72
43— e 1T 1 55— OD 600 0,6
34 ‘ 43— -
26— " U— - - — IPTG 0,5 mM

26— -

Temperatura 37°C
7 -
Tiempo 3h

17— - ,

PPM: patrén de peso molecular PPM: patron de peso molecular
FS: fraccion soluble FS: fraccion soluble
FI: fracciéon insoluble Fl: fraccién insoluble

(Chura-Chambi et al., 2022) 36



RESULTADOS Y DISCUSION

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

ESPE
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INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1 ]

Renaturalizacion de IL-17 y MIF por SEC con formulaciones basadas en buffer fosfato pH 6

SDS PAGE MIF
B2 B3

B2 B3 B4 B1 B4

) Q ) R A4 ) A4 ) K3 >y Q

Q % Q ' i ,‘ P . ', - ' a 3 T e
! x% ’
- - 3

PPM: patrén de peso molecular
Entrada: Muestra previa a procesar
S:Sobrenadante ( fraccion soluble)
P: Pellet (fraccion de agregados)
B1-B4: Formulaciones evaluadas

PPM: patrén de peso molecular
Entrada: Muestra previa a procesar
S:Sobrenadante ( fraccion soluble)
P: Pellet (fraccion de agregados)
B1-B4: Formulaciones evaluadas

(Sarangi & Gupta, 2024) 37
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P ™

ESPE

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ABMADAS
INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

(&)

13
[EET

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1 ]

Monitoreo: Renaturalizacion de IL-17A y MIF por SEC con B1 basado en buffer fosfato pH 6

A) < 400 r 40
N~ —— Conductividad
) 3504 — W B. Inicial L 35
|
1] 300 - 30
(]
< 250 - L 25
Z 5
200 20
r £
>
o 3 150 A 15
o
< 100 A 10
E Elucién
(@) 50 - l 5
14
o O g T T T T T T T T T - 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-50 J Volumen (mL)

(Bhatt et al., 2024)

Conductividad (mS/cm)

B)

CROMATOGRAMA DE MIF

UV (mAU)

1800 4

1600 4

1400 4

1200

1000

800 -

600 -

400

200

r 40
—— Conductividad

-_ UV B. Inicial

Elucién

Conductividad (mS/cm)

0
-200

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
Volumen (mL)

38



RESULTADOS Y DISCUSION

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1 ]

Monitoreo: Renaturalizacion de IL-17A y MIF, por SEC con B1 basado en buffer fosfato pH6

SDS PAGE al 15%

C) IL-17A MIF
> >
2> "OQ O 60 ~'0<\ '(}’b
R & © & &
52 — - ‘ - k |
2? - /PPM: patrén de peso
molecular
Entrada: muestra previa a
procesar
24— Elucién
17 B. inicial: fraccion
- - - — post-elucion asociada al
buffer inicial.

~

J

(Bhatt et al., 2024)

ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ABMADAS
INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

39
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ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUEHZAS ARMADAS

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 2 ]

Renaturalizacién y desalado, por IMAC, de MIF por IMAC, mediante por gradientes a pH 6

Gradi ente 4

‘5f °uv

® Conductividad

(Riguero et al., 2020),

0 50 100 150 200 T25 300 350 400

SDS PAGE IL-17A

g ‘OQ

5 ] >
N <& N & o
kba g < <& <& L
48 — —
35 =
25— -
20 — -

17 =— I

PPM: patrén de peso molecular

Entrada: muestra previa a procesar

FNU: fraccion no unida

Elucién

NaOH: fraccion de limpieza de la columna

40
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

ESPE

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ABMADAS
INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 2 ]

Renaturalizacién y desalado, por IMAC, de MIF por IMAC, mediante por gradientes a pH 6

T SDS PAGE MIF

5 l & S &
| @ &)
| Qé O &

65 ; Y
= 2 25 = —
i ) s NaOH 20
55 b -s —_— —
50 L’ il [
o & . 17 — I

\ Elucion I
20 ‘ \ ‘

e \/ ]\ p

PPM: patrén de peso molecular
b / - oy e : Entrada: muestra previa a procesar
s 9 . FNU: fraccion no unida
A ® Conductividad L.
o i Elucién
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 L. . .
NaOH: fraccion de limpieza de la columna

(Riguero et al., 2020), 41

1511~ J b AL XY 40
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ] PRNouATIAN: BARA SA

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 3 ]

Purificacion en condiciones desnaturalizantes y reductoras por IMAC, de IL-17A a pH 6
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 3 ]

Purificaciéon en condiciones desnaturalizantes y reductoras por IMAC de MIF, a pH 6
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30| @ uv

so | ® Conductividad

CROMATOGRAMA DE MIF
g

o 50 100

(Wilson et al., 2022)
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 1 ]

Purificaciéon en condiciones desnaturalizantes y
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ] men ENoVASIAN RAR

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 1 ]
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RESULTADOS Y DISCUSION

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 2 ]

Renaturalizacion por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en citrato trisédico a pH 8.
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 3 ]

Renaturalizacion por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en L-Arginina a pH 8
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[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

e UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ABMADAS
INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

[ Evaluacion de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 3 ]

Renaturalizacion por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en L-Arginina a pH 8
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RESULTADOS Y DISCUSION @ ESPE

[ OBJ. 1: Expresar y purificar las proteinas por via recombinante ]

Semi-cuantificacion mediante densitometria de bandas en SDS-PAGE de las

proteinas recombinantes IL-17A y MIF
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[ OBJ. 2: Seleccionar nanoanticuerpos especificos contra IL-17A y MIF ]

Cribado de clones fagémicos mediante phage-ELISA

IL-17A

Relacion de unidn especifica

Clones de fagémidos

(Guilliams et al., 2020) 50
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[ OBJ. 2: Seleccionar nanoanticuerpos especificos contra IL-17 y MIF ]

UNIVEHSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

Clones fagémicos que presentan VHH especificos contra IL-17A y MIF

Clon

w
<3}

(Y. Zhang et al., 2022).

IL-17A

Relacion de union especifica

4,908
4,076
3,565
3,513
3,424
3,217
3,121
3,012

B3

MIF

Relacion de unién especifica

2,770

2,089

INNOVACION PAR

AL

A EXCECLENCIA

52



@ESPE

INNOVACION PARA LA EXCCLENCIA

CONCLUSIONES

p
Se obtuvo la expresion recombinante de IL-17A y MIF en cuerpos de inclusion y se
N establecié un protocolo de solubilizacion y purificacion mediante IMAC.

p
Las estrategias de renaturalizaciéon evaluadas no permitieron obtener IL-17A y MIF
recombinantes estables en solucion.

&

p
El biopanning se realizé con proteinas purificadas en condiciones desnaturalizantes y
N reductoras (pH 8), condicidon que presenté la mayor recuperacion proteica.

La selecciéon por phage display permitié identificar ocho clones fagemidicos frente a IL-17A
Ly dos frente a MIF con reconocimiento especifico de sus antigenos.

p
Los clones fagemidicos seleccionados reconocen regiones accesibles de IL-17A y MIF con
potencial conservacion en la conformacién nativa.

.
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RECOMENDACIONES et

p
Evaluar la afinidad de los clones seleccionados mediante técnicas de interaccion molecular
para identificar los candidatos con mayor capacidad de reconocimiento.

.

p
Secuenciar los clones fagemidicos seleccionados para identificar VHH unicos y seleccionar
candidatos para produccion recombinante.

\\

p
Expresar y purificar los nanobodies seleccionados para caracterizar sus propiedades
N estructurales e inmunolégicas.

y
Validar el reconocimiento de los nanobodies frente a IL-17A y MIF en muestras bioldgicas
que conserven la conformacién nativa de las proteinas.

&

p
Implementar estrategias de maduracion de afinidad para optimizar la unién y evaluar su
potencial terapéutico.

.
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