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INTRODUCCIÓN
FISIOPATOLOGÍA DE LA SEPSIS

2(Cicchinelli et al., 2024). 



INTRODUCCIÓN
FISIOPATOLOGÍA DE LA SEPSIS

3(Cicchinelli et al., 2024). 



INTRODUCCIÓN

4(OMS, 2020)
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INTRODUCCIÓN

INCIDENCIA DE SEPSIS EN ECUADOR

5(Instituto Nacional de Estadística y Censos (INEC), 2024)



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

Tendencia ascendente desde 2017

INTRODUCCIÓN

INCIDENCIA DE SEPSIS EN CHILE



pI:8.82

INTRODUCCIÓN

INTERLEUCINA 17A (IL-17A)

≈ 17 kDa ≈ 30 - 35 kDa

MONÓMERO HOMODÍMERO

7(Liu et al., 2013) 



INTRODUCCIÓN

Mecanismo de reconocimiento y señalización de IL-17A

PAMP´s y DAMP´s

TLR/PRRs 

8(Liu et al., 2013) 



pI:7.73

≈ 11-12,5 kDa ≈ 35 - 40 kDa

MONÓMERO HOMOTRÍMERO

INTRODUCCIÓN

FACTOR DE INHIBICIÓN DE LA MIGRACIÓN DE MACRÓFAGOS (MIF)

9(Camacho Meza et al., 2025) 



INTRODUCCIÓN

Mecanismos de 
reconocimiento 
y señalización 

de MIF

10(Camacho Meza et al., 2025) 

Células 
dendríticas 

MonocitosMacrófagos 

Daño Tisular
(DAMPS)

HongosVirusBacterias



INTRODUCCIÓN

11(Karabowicz et al., 2024) 



INTRODUCCIÓN

NANOANTICUERPO 
(VHH)

ANTICUERPO 
CONVENCIONAL (IgG)

Mayor penetración tisular

Acceso a epítopos crípticos

Estabilidad fisicoquímica

12(Cao et al., 2026) 



INTRODUCCIÓN

TECNOLOGÍA PHAGE DISPLAY

13(Brenda Pei Chui Song et al., 2024). 



OBJETIVO GENERAL
Seleccionar nanoanticuerpos específicos para las proteínas IL-17 y MIF.

OBJETIVOS ESPECÍFICOS
1. Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

Act. 1.1: Clonar las secuencias de IL-17 y MIF en vectores de expresión 
recombinante. 

Act. 1.2: Expresar y purificar las proteínas mediante IMAC.

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

phage -ELISA

14



Transformación 
por choque 

térmico

Selección 
de clones

METODOLOGÍA

E. coli TOP10

VERIFICACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LOS CONSTRUCTOS PLASMÍDICOS

15(Du et al., 2021) 



METODOLOGÍA

Extracción de ADN: 
Lisis alcalina

Digestión 
enzimática

OBTENCIÓN DE LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

VERIFICACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LOS CONSTRUCTOS PLASMÍDICOS

16(Du et al., 2021) 



Transformación 
por choque 

térmico

Selección 
de clones

METODOLOGÍA

PRODUCCIÓN DE LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

E. coli SHuffle T7 Express

17
(Z. X. Zhang et al., 2022) 



METODOLOGÍA

EVALUACIÓN DE LAS CONDICIONES DE PRODUCCIÓN DE IL-17A Y MIF

18(Luo et al., 2024) 



METODOLOGÍA

PRODUCCIÓN DE LAS PROTEÍNAS RECOMBINANTES

19(Luo et al., 2024) 



Lavados

Solubilización de cuerpos de inclusión

METODOLOGÍA

TRATAMIENTO DE LOS CUERPOS DE INCLUSIÓN

20(Salazar et al., 2021) 



METODOLOGÍA

RENATURALIZACIÓN POR SEC, CON FORMULACIONES 
CON BUFFER FOSFATO

ESTRATEGIA 1
DE 

INTERCAMBIO 
DE BUFFER A 

pH 6

Sobrenadante: 
Fracción 
soluble

Pellet:
Fracción 

agregados

21(Klausser et al., 2026)



METODOLOGÍA
MONITOREO:

RENATURALIZACIÓN POR SEC CON FORMULACIÓN B1

ESTRATEGIA 1
DE 

INTERCAMBIO 
DE BUFFER A 

pH 6

22(Klausser et al., 2026)



ESTRATEGIA 2 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 6

RENATURALIZACIÓN Y DESALADO MEDIANTE 
GRADIENTES a pH 6, POR POR IMAC

METODOLOGÍA

23(Islam et al., 2025).



METODOLOGÍA

PURIFICACIÓN EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES Y 
REDUCTORAS POR IMAC A pH 6

ESTRATEGIA 3 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 6

24(Islam et al., 2025).



METODOLOGÍA

PURIFICACIÓN EN CONDICIONES DESNATURALIZANTES 
Y REDUCTORAS POR IMAC A pH 8

ESTRATEGIA 1 
DE 

INTERCAMBIO 
DE BUFFER A 

pH 8

25(Gagné et al., 2023) 



METODOLOGÍA

RENATURALIZACIÓN POR SEC, CON BUFFER BASADO 
EN CITRATO TRISÓDICO

ESTRATEGIA 2 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 8

26(Gagné et al., 2023) 



METODOLOGÍA

RENATURALIZACIÓN POR SEC, CON BUFFER BASADO 
EN L-ARGININA

ESTRATEGIA 3 - INTERCAMBIO DE BUFFER A pH 8

27(Gagné et al., 2023) 



METODOLOGÍA

SELECCIÓN DE NANOANTICUERPOS MEDIANTE 
BIOPPANNING DE UNA RONDA

28(Manrique-Suárez et al., 2025) 



METODOLOGÍA

BIOPPANNING DE UNA RONDA, CON ELUCIÓN COMPETITIVA

Lavados:
1. PBS-T 0,5% (40X)
2. Glicina HCl pH 2,2 (5X)
3. PBS-T 0,5% (40X) Elución competitiva Infección de E. coli 

TG1

29(Manrique-Suárez et al., 2025) 



METODOLOGÍA

GENERACIÓN DE FAGÉMIDOS INDIVIDUALES

30(Manrique-Suárez et al., 2025) 



METODOLOGÍA

DETECCIÓN DE FAGÉMIDOS CON CAPACIDAD DE UNIRSE AL 
ANTÍGENO DIANA, PHAGE-DISPLAY

31(Manrique-Suárez et al., 2025) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Verificación de la integridad de los constructos plasmídicos pET-29a-IL17A y pET-29a-MIF

A) Mapa del vector de expresión pET29a-IL17A B) Mapa del vector de expresión pET29a-MIF

32(Kumar et al., 2023). 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Verificación de la integridad de los constructos plasmídicos pET-29a-IL17A y pET-29a-MIF

A) Digestión enzimática con PvuII B) Simulación in silico de la digestión enzimática 
con PvuLL con VertorBee

     M         1         2        1         2

5
6

4
3

1

0.5

pET29a-IL17A pET29a-MIF
kb kb pET29a-IL17A pET29a-MIFM

1: Vector plasmídico no digerido
2: Vector plasmídico tras la 
digestión enzimática con PvuII

33

≈

(Kumar et al., 2023). 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación inicial de las condiciones de inducción de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle

75
63

48

35

25

17

11

PPM
FS FI FS FI
IL-17A MIF

kDa

PPM: patrón de peso molecular
FS: fracción soluble 
FI: fracción insoluble

Análisis por SDS PAGE al 15% 

OD 600 0,8

IPTG 0,2 mM

Temperatura 25°C

Tiempo 7 h

34(Ojima-Kato, 2024) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Segunda evaluación de las condiciones de inducción de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle

PPM: patrón de peso molecular
FS: fracción soluble 
FI: fracción insoluble

Análisis por western blot

PPM
FS  

FI FS
 

FI FS FI FS FI

0,1 Mm IPTG 0,1 Mm IPTG0,2 Mm IPTG 0,2 Mm IPTG

17

11

IL-17A  MIF  

kDaOD 600 0,9

IPTG 0,1 mM - 0,2 mM

Temperatura 16°C

Tiempo 16 h

35(Xin et al., 2025) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación final y escalamiento de la producción de IL-17A y MIF en E. coli SHuffle
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PPM
FI  FS

WESTERN BLOT 
IL-17A  

PPM
FI  FS 

SDS PAGE MIF  

PPM
FI  FS 

WESTERN BLOT 
MIF 

43

kDa kDa

A) B)

PPM: patrón de peso molecular
FS: fracción soluble 
FI: fracción insoluble

PPM: patrón de peso molecular
FS: fracción soluble 
FI: fracción insoluble

OD 600 0,6

IPTG 0,5 mM

Temperatura 37°C

Tiempo 3 h

36(Chura-Chambi et al., 2022) 



11

OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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

PPM
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17

A) B)

12389.154 9738.912 14147.640 18570.397

SDS PAGE IL-17A  SDS PAGE MIF  
kDa kDa

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

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

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1

37(Sarangi & Gupta, 2024) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1
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38(Bhatt et al., 2024) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 1
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molecular
Entrada: muestra previa a 
procesar 
Elución
B. inicial: fracción 
post-elución asociada al 
buffer inicial.

SDS PAGE al 15%

39(Bhatt et al., 2024) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 2
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kDa

PPM: patrón de peso molecular
 Entrada: muestra previa a procesar
FNU: fracción no unida
Elución
NaOH: fracción de limpieza de la columna

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

40(Riguero et al., 2020), 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 2
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PPM: patrón de peso molecular
 Entrada: muestra previa a procesar
FNU: fracción no unida
Elución
NaOH: fracción de limpieza de la columna

41(Riguero et al., 2020), 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Purificación en condiciones desnaturalizantes y reductoras por IMAC, de IL-17A a pH 6

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 3
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PPM: patrón de peso molecular
 Entrada: muestra previa a procesar
FNU: fracción no unida
Elución
NaOH: fracción de limpieza de la columna

42(Wilson et al., 2022) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Purificación en condiciones desnaturalizantes y reductoras por IMAC de MIF, a pH 6

Evaluación de intercambio de buffer a pH 6: Estrategia 3
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43(Wilson et al., 2022) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Purificación en condiciones desnaturalizantes y 
reductoras por IMAC de IL-17A, a pH 8

Evaluación de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 1
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columna

44(Ge et al., 2020) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Purificación en condiciones desnaturalizantes 
y reductoras por IMAC de MIF, a pH 8

Evaluación de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 1
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45(Ge et al., 2020) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Renaturalización por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en citrato trisódico a pH 8.

Evaluación de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 2

Elución Elución No se generó 
el intercambio 
de buffer

• UV
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• UV
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46(Mecha et al., 2022) 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Renaturalización por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en L-Arginina a pH 8

Evaluación de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 3

CROMATOGRAMA DE IL-17A CROMATOGRAMA DE MIF

47(Udupa et al., 2023). 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Renaturalización por SEC de IL-17A y MIF, con buffer basado en L-Arginina a pH 8

Evaluación de intercambio de buffer a pH 8: Estrategia 3
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48(Udupa et al., 2023). 



OBJ. 1: Expresar y purificar las proteínas por vía recombinante

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Semi-cuantificación mediante densitometría de bandas en SDS-PAGE de las 
proteínas recombinantes IL-17A y MIF
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49(Udupa et al., 2023). 



OBJ. 2: Seleccionar nanoanticuerpos específicos contra IL-17A y MIF

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cribado de clones fagémicos mediante phage-ELISA

50 (Guilliams et al., 2020) 



OBJ. 2: Seleccionar nanoanticuerpos específicos contra IL-17A y MIF

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Cribado de clones fagémicos mediante phage-ELISA

51 (Guilliams et al., 2020) 



OBJ. 2: Seleccionar nanoanticuerpos específicos contra IL-17 y MIF

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

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

Clon Relación de unión específica

H9 4,908
B8 4,076

G10 3,565
B9 3,513
E11 3,424
G11 3,217
E12 3,121
A2 3,012

Clon Relación de unión específica

B3 2,770

E2 2,089

                 IL-17A

                      MIF

52(Y. Zhang et al., 2022). 



CONCLUSIONES
Se obtuvo la expresión recombinante de IL-17A y MIF en cuerpos de inclusión y se 
estableció un protocolo de solubilización y purificación mediante IMAC.

Las estrategias de renaturalización evaluadas no permitieron obtener IL-17A y MIF 
recombinantes estables en solución.

El biopanning se realizó con proteínas purificadas en condiciones desnaturalizantes y 
reductoras (pH 8), condición que presentó la mayor recuperación proteica. 

La selección por phage display permitió identificar ocho clones fagemídicos frente a IL-17A 
y dos frente a MIF con reconocimiento específico de sus antígenos.

Los clones fagemídicos seleccionados reconocen regiones accesibles de IL-17A y MIF con 
potencial conservación en la conformación nativa. 
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RECOMENDACIONES

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

Secuenciar los clones fagemídicos seleccionados para identificar VHH únicos y seleccionar 
candidatos para producción recombinante.

Expresar y purificar los nanobodies seleccionados para caracterizar sus propiedades 
estructurales e inmunológicas. 

Validar el reconocimiento de los nanobodies frente a IL-17A y MIF en muestras biológicas 
que conserven la conformación nativa de las proteínas. 

Implementar estrategias de maduración de afinidad para optimizar la unión y evaluar su 
potencial terapéutico. 
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