ANEXO Contrato Predoctoral

El desarrollo de nuevas estrategias de control de patdgenos infecciosos es un area de
investigacion relevante tanto en salud humana como animal, dentro de la denominada “Una
Salud” (“One health”). Dentro de este ambito existe la necesidad de disponer de nuevas
herramientas que permitan un control eficiente, seguro y econémico de las enfermedades
infecciosas. En este proyecto proponemos un abordaje multidisciplinar centrado en la
Nanotecnologia y basado en la obtencién y caracterizacion de bionanoparticulas: capsidas
virales vacias (VLPs) y vesiculas extracelulares (EVs). El equipo investigador que presenta esta
propuesta cuenta con experiencia en:

a) la obtencién tanto de VLPs recombinantes (Barcena et al., 2004, 2015) como de EVs (Calle et
al., 2021).

b) en su utilizacién como vacunas (Rangel et al., 2020, Zamora-Ceballos et al., 2022).

¢) en el analisis de los roles de dichas nanoparticulas en la patogenia del virus de la fiebre aftosa
(FMDV) (Calle et al 2022).

d) en el desarrollo de estrategias antivirales frente a FMDV (Manuscrito en preparacion).

e) en el desarrollo de ensayos de diagnéstico frente a la enfermedad hemorragica del conejo
(RHDV) (Rouco et al., 2017; Fresco et al., 2022).

La aplicabilidad y capacidad de traslacion clinica de estas estrategias depende en gran medida
de una produccioén correcta, optimizando los procesos de produccion y caracterizacién de esas
nanoparticulas, y analizando parametros que pueden tener impacto en su eficacia. Por ello, aqui
proponemos el desarrollo y optimizacién de una plataforma analitica de bionanoparticulas que
permita avanzar cientifica y técnicamente en las estrategias de produccion, purificacién y analisis
especificos mediante tecnologias émicas. De acuerdo con este objetivo principal, planteamos los
siguientes objetivos especificos:

1.- Obtencién y purificacion de VLPs recombinantes de calicivirus expresadas en sistema de
baculovirus.

2.- Aislamiento y purificacién de EVs de células troncales mesenquimales (MSC) de especies
ganaderas relevantes (cerdo, vaca, corzo).

3.- Caracterizacion de las nanoparticulas obtenidas: Cuantificacién (ensayos de BCE, MADLS),
propiedades fisico-quimicas (didmetro, perimetro y circularidad de las nanoparticulas, dispersion,
potencial Z), caracterizacion mecénica mediante microscopia de fuerza atdmica, caracterizacion
inmunocitoquimica mediante “bead-assisted flow cytometry”, caracterizacion mediante
microscopia electronica de transmision, y caracterizacion transcriptomica mediante
secuenciacion del contenido de las nanoparticulas generadas.

4.- Analisis de la inmunogenicidad de las nanoparticulas generadas mediante ensayo in vitro

(interaccion con células presentadoras de antigeno) e in vivo (modelo murino y porcino).



