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Este proyecio ha sido cofinanciado por FEDER

PLIEGO DE PRESCRIPCIONES TECNICAS PARA LA CONTRATACION
DEL SERVICIO DE REALIZACION DE EXPERIMENTOS DE
BIODISTRIBUCION DE LA TERAPIA GENICA CON VECTORES AAV9
CON ADMINISTRACION TRANSENDOCARDICA EN UN MODELO
PORCINO DE INFARTO AGUDO DE MIOCARDIO
(EXPEDIENTE FIBHGM PA 03/2017)

1. OBJETO DE LA CONTRATACION

El objeto del presente procedimiento es la contratacion, por parte de la Fundacién para la
Investigacion Biomédica del Hospital Gregorio Marafién (FIBHGM), del servicio de realizacién de
experimentos de Biodistribucion de la terapia génica con vectores AAV9 con administracion
transendocardica en un modelo porcino de infarto agudo de miocardio (proyecto cédigo:
DTS15/0095), cuyo Investigador Principal es el Dr. Francisco Fernandez-Avilés Diaz, del Servicio
de Cardiclogia del Hospital Gregorio Marafién (EXPTE. FIBHGM PA 03/2017).

Se contratara la realizacion de biodistribucion de la terapia génica con vectores AAV9 con
administracién transendocardica en un modelo porcine de infarto agudo de miocardio. Para ello, se
utilizara el siguiente modelo animal:

Especie: Porcina

Raza, cepa, subcepa o linea: Large White

Sexo: hembras (n=12 maximo), machos (n=12 maximo)
Edad v/o peso: 35 Kg

La finalidad de esta adquisicién en el marco del proyecto de investigacion de referencia es la
siguiente: establecer la dosis ideal de AAV9 en un modelo porcino extrapolable a humanos
mediante vectores AAV9 que codifican la proteina verde fluorescente (eGFP), y obtener datos
suficientes de biodistribucién.

2. DESCRIPCION DEL SERVICIO A CONTRATAR

El objeto del contrato es la realizacion de 72 experimentos de Biodistribucion de la terapia
génica con vectores AAV9 con administracion transendocardica en un modelo porcino de
infarto agudo de miocardio. Para el escalado de dosis, se procedera con grupos de 2 cerdos, uno
macho y uno hembra, hasta obtener una eficiente transduccion del corazén mediante los vectores
AAVY, tanto en el caso de animales sanos como infartados. Para este propésito, el estudio se
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dividira en fases y, tal y como se indica mas abajo, se analizaran los resultados entre fases para
minimizar el nimero de animales empleados.

Numero de animales por grupo: 2; maximo 12 grupos con diferentes dosis de la terapia para
obtener una dosis que transluzca satisfactoriamente la zona del miocardio a tratar, minimizando el
impacto en otros érganos del cuerpo (6 en el caso de animales sanos y 6 en el caso de animales
infartados). Primero se procedera con los animales sanos y se iniciara el estudio con animales
infartados a partir de la dosis optima obtenida anteriormente.

En todo caso el niumerc maximo sera de (n=24) animales, es decir, se evaluaran como maximo 6
dosis distintas en cada caso. En el caso de animales infartados, se seguiré el modelo de infarto
agudo de miocardio optimizado por nuestro grupo en varios trabajos de investigacion.

l.os procedimientos a realizar son los siguientes:

Procedimiento 1. El dia 0, los animales seran anestesiados y se realizard un estudio basal
mediante electrocardiograma (ECG), analitica de sangre, coronariografia y ventriculografia. Tras
ello se creara un infarto agudo de miocardio mediante el protocolo descrito mas abajo.

Procedimiento 2. El dia 5 tras el infarto los animales seran anestesiados y se realizard una
resonancia magnética (RM), se evaluara el tamafic de la escara asociada al infarto, en caso de
tener un tamafio menor del 15% se descartara el animal.

Procedimiento 3. Después de 7 dias, los animales seran anestesiados de nuevo y se realizara un
ECG, una analitica de sangre, coronariografia y ventriculografia. Tras dichos procedimientos se
realizara administracion con AAV9, tal y como se describe mas abajo.

Procedimiento 4. A los 14 dias del procedimiento 1, los animales se estudiaran de nuevo con el
mismo protacolo de ECG, analitica y técnicas de imagen (coronariografia, ventriculografia, etc.), y
seran sacrificados para estudios anatomopatoldgicos e histolégicos (descritos més abajo).

N° del . Especie o Grado de
Procedimiento Tltulo animal N® (max) Severidad *
Generacion del .
1 infarto de migcardio Porcino 12 M
2 hRﬂesoqa_nC|a Porcino 12 L
agnética
3 Administracion AAV9 | Porcino 24 M
4 Estudio final FPorcino 24 SR

*Sin Recuperacion (SR), Leve (L), Moderado (M) 6 Severo (S)

ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL SERVICIO
Las actividades requeridas para la realizacidon del servicio a confratar seran las siguientes:

Protocolo de creacién de infarto (dentro del Procedimiento 1):

Para los animales con creacidén de infarto, una vez colocado el animal en decubito dorsal, con
extension craneal y caudal de las extremidades se debe proceder al rasurado y lavado quirdrgico
de la zona infra-umbilical e inguinal, tras lo cual se establece un acceso vascular a una arteria
femoral (derecha o izquierda indistintamente) mediante la técnica de Seldinger o equivalente,
utilizando una vaina introductora de 6 Fr. Heparinizacion sistemica (150U1/kg). Previo al cateterismo
cardiaco se estimaran los paramefros de funcion ventricular mediante la realizacion de
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ventriculografia, para lo cual, bajo gufa fluoroscépica, se introduce un catéter pig-tail en el
ventriculo izquierdo y se realiza la inyeccion. Tras ello se intercambia por un cateter guia sobre
guia hidrofilica de 0.038" a través de la vaina femoral, avanzandolo hasta introducirlo de forma
selectiva en el ostium de la arteria coronaria izquierda, realizandose una coronariografia mediante
la inyeccion manual de medio de contraste diluido al 50% (Urografin 76% o similar) en proyeccion
OAI-30° y OAD-25°. Mediante la utilizacion de una guia centimetrada se medira el diametro de la
arteria en su tercio medio. De forma coaxial se avanza un catéter balon de dilatacién de 2-3 mm de
diametro (en funcion del didmetro de la zona diana) y 10 mm de longitud sobre guia de 0.014",
situandolo distal al origen de la primera rama diagonal. Mediante la insufiacidon de este balén
coaxial se interrumpira el flujo coronario epicardico desde el punto donde se encuentre situado. La
expansion del balén de angioplastia se realiza a 4 atm con mantenimiento de la interrupcion del
flujo vascular durante 150 minutos. Transcurrido este tiempo se desinflara y retirard el balon y se
comprobara la permeabilidad del vaso mediante la inyeccién manual de medio de contraste diluido
al 50% a traves del catéter guia. Seguidamente se retirard la vaina femoral, realizandose Ia
hemostasia del punto de puncion arterial mediante compresion manual.

Se deben mantener los animales monitorizados bajo anestesia general durante 60 minutos tras la
induccion del infarto, con el objetivo de tratar las posibles arritmias, para lo que se dispondra,
ademas del posible manejo farmacolégico, de un desfibrilador externo.

Medicacién postoperatoria:
o Ceftiofur Clorhidrato o similar 3 mg / kg PV / IM, durante 5 dias.

» Parche transdermicos de Fentanilo o similar. Cada parche libera 25 ug / h de Fentanilo o
similar.

+ Buprenorfina o similar: 1 ampolla IM a [as 20.00h del dia de la cirugia y repstir a las 8.00h
del dia siguiente.

Se administrard antibioterapia profilactica, la que se continuara durante la semana posterior a la
creacion del modelo.

Protocolo de resonancia magnética (RM) cardiaca con realce tardio (procedimiento 2)

Bajo anestesia general segun el protocolo anteriormente descrito, se realizaran dos estudios de
RM, en los que se incluird la adquisicion de imagenes de realce tardio, adquiriéndose las siguientes
secuencias:

1. Secuencias en modo cine con estado estacionario de precesién libre para analizar la funcion
ventricular (SENSE x 2, TR 2.4 ms, TE 1.2 ms, resolucion espacial de 1.6 x 2 mm, 30 fases por
ciclo, grosor de corte de 8 mm sin espaciado).

2. Realce tardio de la escara miocardica {secuencia 3D de eco de gradiente potenciado en T1,
inversion-recuperacion; retraso del pulso optimizado para la maxima supresion de la sefial
miocardica mediante secuencia looklocker o similar; TR 3.4 ms, TE 1.3 ms, resolucion espacial 1.4
x 1.7 mm, grosor de corte de 5 mm, tiempo de inversién 200-300 ms).

Tanto las imagenes en modo cine como el realce tardio se obtendran en los mismos planos: eje
corto de VI (10-14 cortes consecutivos, cubriendo ambos ventriculos desde las valvulas auriculo-
ventriculares hasta el apex) 4 camaras, 2 camaras. Las imagenes de realce tardio se obtendran 6-
10" tras la administracién de 0.2 mmol/kg de gadobutrof o similar.
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Protocolo de administracion de tratamiento {AAV9. Procedimiento 3)

Bajo anestesia general, los animales se transportaran al quiréfano. Se monitorizara la presion
arterial de forma invasiva a través de una arteria femoral. Se mantendra estable la tensién arterial
mediante perfusion de suero Ringer Lactato o similar.

Se utilizaran catéteres especificos para realizar un mapeo electromecanico del ventriculo izquierdo.
Tras su obtencion, el catéter se sustituira por el catéter de inyeccion. Se calibrara la extensién de la
aguja de inyeccion a 0° y a 90° para obtener un ratio aguja: grosor de miocardio de 0.4. Cada
jeringa conteniendo el producto terapéutico se agitara para asegurar la homogeneidad del
producto. El catéter se purgard con 0.1 ¢c del producto a inyectar antes del procedimiento. Se
cruzara la valvula adrtica con el catéter de inyeccién y se colocara en la regidn delimitada de
interés (bordeando el drea del infarto). Antes de cada inyeccion se comprobaran los siguientes
parametros: 1) posicion del catéter perpendicular a la pared del ventriculo izquierdo; 2) estabilidad
del catéter optima (< 4 mm); 3) voltaje unipolar > 6.0 mV; y 4) presencia de un extrasistole
ventricular al introducir la aguja en el miccardio. Dicha aguja profundizara en el miocardio 3-5 mm,
y la inyeccion se realizara mediante entre 10 y 30 inyecciones de hasta 0.2 cc cada una, hasta un
volumen maximo de administracion de 3 cc. En lo que respecta a la dosis de AAV9 se trabajara en
un rango entre 10" y 2x10"® vg (viral genomes) disueltas en buffer fosfato salino PBS.

Finalmente el catéter y el introductor seran retirados y la arteria comprimida de forma manual, y el
animal recuperado hasta el dia del seguimiento. Todo el procedimiento debera realizarse con el
equipo de proteccion descrito mas abajo. En caso de exposicién directa al producto proceder a la
descontaminacién (descrita mas abajo).

El cuidado y seguimiento de los animales incluira una exploracién fisica diaria. Se vigilaran las
heridas quirlrgicas para detectar inflamacién o infeccion. Se anotara el consumo de alimentos vy la
produccion urinaria y fecal de los animales. Se bafiara a los animales si es necesario. Se seguiran
todas las indicaciones necesarias por el protocolo de punte final descrito en la presente memoria.
Todos los eventos observados durante el seguimiento y las medicaciones administradas se
anotaran en la historia clinica de cada cerdo.

Los animales seran alojados en un &rea de Bioseguridad Animal de Nivel 1. Todas los fungibles y
los residuos seran tratados como de riesgo biolégico. Se indicard en los cubiculos el nivel de
bioseguridad y de peligro, asi como 108 nombres del personal responsable de dichos animales. Se
indicara ademas la necesidad de utilizar patucos, guantes y batas desechables.

Método de Eutanasia (dentro del Procedimiento 4)

A la finalizacion del procedimiento 2, se procedera al sacrificio de los animales por método fisico,
siempre bajo anestesia general, siguiendo las recomendaciones del American Veterinary Medical
Association Panel on Eutanasia.

Inmediatamente se procedera a la realizacion de un estudio de necropsia y extraccion del corazon
para su procesado histoldgico. Se pesara el corazon y, en los casos con infarto, se documentara la
localizacion y tamafio del infarto. Se tomaran imagenes de las lesiones identificadas y se anotaran
en un esquema dichas alteraciones

Para el analisis de biodistribucion, se tomaran 6 biopsias de cada una de las siguientes zonas.
Cinco de las muestras se introduciran en nitrégeno liquido para posterior almacenamiento a -80°C
hasta su procesado y la restante en formaldehido al 4%.

» Muestras cardiacas: se realizaréa un muestreo exhaustivo del miocardio para analizar la
difusion del producto terapeutico, que podra alcanzar un maximo de 100 puntos ademas de
la arteria aorta y vena cava.
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» Ofras zonas para evaluacidén de la biodistribucion; Médula Gsea, piel, tejido adiposo
subcutaneo, bazo, rifiones ({izquierdo y derecho), tejido adiposo perirrenal, glandula
suprarrenal (izquierda y derecha), higado (I6bulo fateral izquierdo, I6bulo medial izquierdo,
iobulo medial derecho), pulmenes (izquierdo y derecho), linfonodos mandibulares {(derecho
e izquierdo), linfonodos popliteos (derecho e izquierdo), timo, intestino delgado, pancreas
(I6bulo esplénico, I16bulo duodenal, I6bulo conector y puente), ganglio trigémino, linfonodo
retrofaringio derecho, vejiga, cerebro (corteza, hipotalamo), nervio ciatico, ojo, musculo
esquelético (pierna); en caso de machos testiculos (izquierdo y derecho) y epididimo
(izquierdo y derecho) y en caso de hembras ovarios (izquierdo y derecho).

Los animales deben ser recibidos por el proveedor de servicios y seran reconocidos, identificados y
sometidos al programa sanitario habitual tras la llegada. Seran alojados en cubiculos de
dimensiones adecuadas en funcién de su tamafio y en grupos, si es posible. Seran alimentados
con dieta de mantenimiento racionada y agua a disposicion.

Tras el procedimiento 3, una vez los animales han sido inoculados con el vector AAVY, los
animales seran alojados en un drea de Bioseguridad Animal de Nivel 1. Todos los fungibles,
residucs y establos seran tratados tal y como se indica mas abajo.

Se indicara en los cubiculos el nivel de bioseguridad y de peligro, asi como los nombres del
personal responsable de dichos animales. Se indicara ademas la necesidad de utilizar el
equipamiento de proteccion individual descrito mas abajo.

3. OBJETIVO Y RESULTADOS ESPERADOS

El objetivo primaric de este estudio es determinar la seguridad y factibilidad de este tratamiento.
Asi, las variables de seguridad y factibilidad seran:

1. Complicaciones relacionadas con la inyeccion transendocardica (arritmias ventriculares,
perforacion ventricular, desarrollo de isquemia miocardica). (Variables dicotémicas).

2. Estudio anatomopatolégico (inflamacion, formacion de tejidos anormales, tanto macro como
microscépicamente). (Variables dicotémicas).

3. Analisis de laboratoric (marcadores de dafio hepatico como AST, ALT; hemograma,
proteina C reactiva, marcadores de dafio miocardico como CPK, CPK-MB y TnT, glucosa,
bilirrubina total, GOT, GPT, urea y creatinina). (Variables continuas).

4. Tamafio de la escara producida por el infarta mediante RM (Variable continua, sélo
animales con infarto).

Dentro de los analisis de eficacia del tratamiento de biodistribucion se evaluara la eficacia de
transduccion en los diferentes tejidos mediante inmunodeteccion del GFP, evaluacion del numero
de copias génicas del vector y expresion del GFP mediante analisis mRNA.

Se detendra el estudio de dosis al lograr en una transduccion superior al 70% de los cardiomiocitos
en la zona tratada y a la vez una transduccién inferior al 5% en cerebro, higado y pulmones. Este
criterio se tomara tanto para los animales sanos como para los de infarto.

Para ello se evaluaran las distintas dosis en grupos de dos animales, para asegurar la
reproducibilidad tal y como se acostumbra en la bibliografia. Para evitar sesgos de sexo se
empleara un macho y una hembra para cada dosis. El estudio se dividira en fases de 2 dosis (i.e. 4
animales por fase), se analizaran los resultados y se aumentara o disminuira la dosis en funcion de
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éstos convergiendo a la dosis 6ptima. Se procedera en primer [ugar con los animales sanos y se
iniciara el estudio con animales infartados a partir de la dosis obtenida en animales sanos.

Las dos primeras dosis propuestas son 10" y 10" viral genomas que se administraran en 10
inyecciones alrededor del infarto, esto se basa en la experiencia previa de equipos colaboradores
del proyecto en modelo de ratdén y de perro, extrapolando el volumen transducido en estos casos
con respecto al del tamafio del infarto (i.e. 60 gramos).

4, ANESTESIA, ANALGESIA, TOMA DE MUESTRAS Y ADMINISTRACION DE
SUSTANCIAS

Los procedimientos se llevaran a cabo bajo anestesia general. L.os animales seran premedicados
debidamente por via intramuscular profunda. Tras 10 minutos, la anestesia sera inducida con via
intravenosa. Posteriormente, se procedera a intubar a los animales con tubos endotraqueales con
neumotaponamiento de tamafo adecuado al peso del animal {n°® 6.5-2.0).

El mantenimiento anestésico se llevara a caboc utilizando sevoflurano en oxigeno a una
concentracion de EtSEVO o similar 1,8-2%. Los animales se conectaran a un circuito circular
semicerrado unido a un ventilador con un flujo de gas fresco inicial de 3 L/min; cuando se alcance
el plano anestésico adecuado se instaurara un FGF de 0,5 L/min. La ventilacién sera controlada
con un volumen tidal de 8-10 ml/kg a una tasa ajustada para obtener valores de normocapnia o
similar (35-40 mmHg de CO2).

La analgesia intraoperatoria consistira en la administracién de una asociacion de medicamentos via
intravenosa al inicio de la experiencia, seguida de una infusion continua de la misma asociacién (1
ma/kg/h; 2 mg/kg/h respectivamente).

Como fluidoterapia, se administrara una infusion continua de NaCl o similar 0,9 % (5-10 ml/kg/h) a
través de la vena marginal de |a oreja durante el mantenimiento anestésico.

Se instaurara una terapia antiarritmica con Lidocaina o similar al 2% en infusién intravenosa
continua {1 mg/kg/h), comenzando la misma tras la estabilizacién anestésica inicial del animal y
finalizando tras una hora de reperfusién post IAM. Previo a la oclusion coronaria, se administrara un
bolus de 1 mg/kg de Lidocaina 2% o similar.

Una vez finalizada la experiencia los animales se recuperaran de la anestesia cortando el agente
halogenado en el vaporizador e incrementando el FGF a 4-5 L/min para lavar el circuito anestésico.

Como analgesia postoperatoria recibiran buprenorfina o similar por via intramuscular a una dosis de
10 pg/Kg/12 h durante 1 dia y se colocara un parche transdérmico de fentanilo o similar de 25 ug/h.

Todos los procedimientos a llevar cabo sobre los animales se consideran moderados (induccién del
modelo de infarto por via endovascular e inyeccién AAVS).

Protocolo anestesia para procedimiento leve:

Los animales seran premedicados por via inframuscular profunda. Tras 10 minuigs, la anestesia
sera inducida con propofol o similar 1% (3 mg/kg) via intravenosa. Posteriormente, se procedera a
intubar a los animales con tubos endotragqueales con neumotaponamiento de tamafio adecuado al
peso del animal (n° 6.5-9.0).

Pasaran a la sala de resonancia magnética (RM), donde el mantenimiento anestésico se llevara a
cabo mediante una infusidon continua de propofol o similar a una tasa de 8-12 mg/kg/h. Los
animales se conectaran a un ventilador de transporte compatible con RM vy se establecera una
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ventilacidn mecanica controlada por presion con 02 al 100% para mantener valores de
normocapnia.

Se administrara una infusioén continua de NaCl o similar 0,9 % (5-10 ml/kg/h) a través de la vena
marginal de la oreja durante el mantenimiento anestésico.

Como monitorizacidon, se registraran los siguientes parametros hora: frecuencia cardiaca mediante
ECG, frecuencia respiratoria y presién pico en vias aéreas. Una vez finalizada la experiencia, los
animales se recuperaran de la anestesia mediante retirada de la infusidn de propofol o similar. Se
registraran la recuperaciéon de reflejos, asi como la ventilacion espontanea, primeros movimientos y
tiempo de decubito esternal.

Protocolo anestesia para procedimiento moderado:
Los cerdos se mantendran en ayunas de solidos desde 24 horas antes de la anestesia. Los
animales seran premedicados por via inframuscular profunda. Tras 10 minutos, la anestesia sera
inducida con propofol o similar 1% (3 mg/kg) via intravenosa. Posteriormente, se procedera a
intubar a los animales con tubos endotragueales con heumotaponamiento de tamano adecuado al
peso del animal (n°® 6.5-0.0).
El mantenimiento anestésico se llevara a cabo utilizando sevoflurano en oxigenoc a unha
concentracion de EtSEVO o similar 1,8-2%. Los animales se conectaran a un circuito circular
semicerrado unido a un ventilador con un flujo de gas fresco inicial de 3 L/min; cuando se alcance
el plano anestésico adecuado se instaurara un FGF o similar de 0,5 L/min. La ventilacién sera
controlada con un volumen tidal de 8-10 ml/kg a una tasa ajustada para obtener valores de
normocapnia (35-40 mmHg de CO2).
La analgesia intraoperatoria consistird en la administracion de una asociacion de medicamentos via
intravenosa al inicio de la experiencia, seguida de una infusién continua de la misma asociacion (1
mg/kg/h; 2 mg/kg/h respectivamente).
Como fluidoterapia, se administrara una infusién continua de NaCl o similar 0,9 % (5-10 ml/kg/h) a
través de la vena marginal de la oreja durante el mantenimiento anestésico.
Se instaurara una terapia antiarritmica con Lidocaina al 2% o similar en infusién intravenosa
continua (1 mg/kg/h), comenzando la misma tras la estabilizacion anestésica inicial del animal y
finalizande tras una hora de reperfusion post IAM. Previo a la oclusion coronaria, se administrara un
bolus de 1 mg/kg de Lidocaina 2% o similar.
La monitorizacion anestésica intraoperatoria consistira en el registro de:
- Pardmetros cardiacos y hemodinamicos: frecuencia cardiaca, electrocardiograma,
pulsometria y presidon arterial invasiva.
- Parametros ventilatorios y de oxigenacion: frecuencia respiratoria, oximetria, presion en vias
aéreas, CO2 inspirado y espirado, capnograma y agente inahalatorio halogenado inspirado
y espirado.

Una vez finalizada la experiencia los animales se recuperaran de la anestesia cortando el agente
halogenado en el vaporizador e incrementando el FGF a 4-5 L/min para lavar el circuito anestésico.

ENTREGABLES

Después de cada uno de los procedimientos se debera entregar un informe que describa el
proceso seguido y posibles resuttados y conclusiones.

Asimismo, se elaborara un entregable final que recoja todas las actuaciones realizadas al
finalizar los trabajos.
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5. CALIDAD DE LA ENTIDAD ADJUDICATARIA

Para paliar o minimizar el sufrimiento de los animales utilizados es preciso que el proveedor de
servicios seleccionado tenga experiencia acreditada en investigacion, formacién e innovacién en el
ambito sanitario y con una dilata experiencia en ensayos preclinicos “in vive”. Asimismo debe
poseer al menas las siguientes acreditaciones:

o Certificado de Calidad de AENOR (ER-0430/2002) o similar conforme a la UNE-EN-ISO
9001:08.
» Certificado de Cumplimiento de Buenas Practicas de Laboratorio (BPLI 11.04/001 MSC)
para poder llevar a cabo estudios, tanto en medicina humana como veterinaria de:
- Toxicidad in vivo.
- Tolerancia.
- Farmacodinamia.
- Farmacocinética.
- Administracién de producto de ensayo y obtencidn de especimenes no clinicos.
- Estudios de biocompatibilidad de productos sanitarios.

El proveedor de estos servicios debe contar con todas las instalaciones especializadas necesarias
para el mantenimiento y tratamiento animal. Los animales seran inspeccionados diariamente por el
equipo veterinario del centro asi como por el veterinario responsable del proyecto con objeto de
asegurar su correcto bienestar.

6. COMPROMISOS DEL CONTRATISTA

El contratista se compromete a la correcta y adecuada realizacion del servicio con la calidad
necesaria y con la incorporacion de todas aquellas medidas técnicas que puedan ser precisas para
un servicio de esta naturaleza.

Asimismo debera seguir los protocolos e indicaciones que se indican a continuacion:

Equipos de proteccién individual (para Procedimientos 3 y 4):

— Ropa: se utilizara pijama quirtrgico y bata para las operaciones que requieren inoculacién
de vector. Siempre que se entre en la habitacidn donde se alojen los animales tras la
inoculacion, se utilizara una bata de laboraterio que cubra |a ropa de calle.

- Guantes: se utilizara doble guante de latex para las inoculaciones y un solo guante para las
manipulaciones de los animales.

— Mascarilla: se utilizara mascarilla quirdrgica en ambos casos.

— Calzado: el calzado de calle se protegera con patucos de un solo uso que se eliminaran al
salir de cada estancia.

- Gafas: durante |a inoculacion de los vectores, se utilizaran gafas de proteccion de plastico
transparente.

— Gorro: se utilizaran gorros desechables para cubrir el cabello durante las inoculaciones de
vectores.

Instrucciones descontaminacion en caso de exposicion AAV
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Contacto directo en la piel, ojo 0 membrana mucosa: Enjuague un minimo de 15 minutos en la
superficie afectada. Reportar el incidente a la direccion del centro.

Exposicion a través de agujas o elementos afilados: Retirar el objeto, inducir sangrado, vy favar
la superficie contaminada a fondo durante varios minutos con una solucién al 10% de povidona o
similar y cantidades copiosas de agua. Reportar el incidente a la direccidn del centro y recurrir a
atencion médica.

Desinfeccidon y limpieza (para el Procedimiento 3 y 4):

Protocolo general:

Los materiales para descontaminar fuera del laboratorio se deben colocar en el recipiente duradero
a prueba de fugas y garantizado para el transporte.
» Las soluciones se deben preparar semanalmente.
» Garantizar un tiempo de contacto de 15 minutos, entre la solucién y el instrumental a
desinfectar.
» Utilizar desinfectante para el tratamiento de material reutilizable, las superficies y en el caso
de los residuos liquidos (volumen final 1% de lejia o similar).

El tratamiento en autoclave durante 1 horaa 121 ° C 0 250 ° F (15 Ibs psi de presién de vapor).

¢ Utilizar este método de desinfeccidén para equipos reutilizables o residuos sélidos no
descritos en protocolos especificos.

Protocolos especificos:

+ Jeringas: Seran eliminadas inmediatamente en un contenedor de residuos biopeligrosos
situado dentro de la habitacién.

+ Material quirdrgico: Se limpiara con virkon o similar 1%.

e Superficies de trabajo: Las superficies deben descontaminarse utilizando Virkon o similar
1%. Transcurridos 10 minutos se descontaminaran con etanol o similar 70%, dejandolo
hasta su evaporacién. Para la desinfeccién se utiliza hipoclorito sodico o similar 0.5%.

+» Derrame de material biolégico: Cubrir con papel absorbente y afiadir hipoclorito sédico o
similar 1% final en sentido circular desde la periferia hacia el centro. Dejar unos 10 min de
tiempo de contacto. Recoger con pinzas los residuos y dejar en bolsa de basura para
posterior autoclavado. Limpiar de nueve la zona afectada con etanol o similar 70%.
Registrar, sefializar la zona y comunicar el accidente al supervisor de la instalacion.

» Cadaveres, defecaciones y micciones de los animales: Se recogeran, con material
absorbente en su caso, y se depositaran en recipientes duraderos a prueba de fugas para
su posterior eliminacidn por incineracién.

» Establos: Al finalizar el protocolo los establos serédn tratados con desinfectante quimico, de
acuerdo con los protocolos del centro.

» Liguidos: Incubacion con 10% lejia o similar durante un minimo de 20 minutos. Se debe
tener especial cuidado de no autoclavar los residuos que han sido descontaminados con
lejia o similar.
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Requerimientos de transporte AAV**

Para los vectores, como sustancias infecciosas de categoria B, se seguiran los requisitos de la
Instruccion de Embalaje P650. De este modo las sustancias deben estar debidamente etiquetados
y contenidos para el transporte, siguiendo el sistema triple basico para embalaje:

El sistema consiste de tres capas:

1. El recipiente primario. Un recipiente estanco, a prueba de filtraciones, etiquetado, que contiene el
especimen. El recipiente se envuelve en material absorbente suficiente para absorber todo el fluido
en caso de ruptura.

2. El recipiente secundario. Un segundo recipiente estanco, a prueba de filtraciones, que encierra y
protege el (los) recipiente(s) primario(s). Se pueden colocar varios recipientes primarios envueltos
en un recipiente secundario. Se debe usar suficiente material absorbente para proteger a todos los
recipientes primarios y evitar los choques entre ellos.

3. Paguete externo de envio. El recipiente secundario se coloca en un paquete de envio que
protege el recipiente secundario y su contenido de los elementos externos, tales como dafio fisico y
agua, mientras se encuentra en transito.

Los formularios con datos del espécimen, cartas y otras informaciones que identifican o describen
el espécimen y también identifican el remitente y el destinatario deben ser pegados con cinta
adhesiva en e! exterior del recipiente secundario.

El exterior del recipiente externo se etiquetara con la siguiente informacién:
- el nombre, [a direccién y el numero de teléfono del expedidor (remitente, consignador)
- el numero de teléfono de una persona responsable e informada acerca del envio
- el nombre, la direccion y el numero de teléfono del destinatario {consignatario)

- la designacion oficial de transporte («BIOLOGICAL SUBSTANCE, CATEGORY B» o
SUSTANCIA BIOLOGICA, CATEGORIA B) junto a la marca romboide mostrada en la figura.

- requisitos relativos a |la temperatura de almacenamiento {(opcional).

Para los envios de sustancias infecciosas de categoria B se utilizara la marca que se muestra en la
figura:

BIOLOGICAL SUBSTANCE
CATEGORY B

Para sustancias refrigeradas, el hielo seco se situard alrededor del embalaje secundario, el
sobreembalaje debera permitir la salida de gas carbdénico, los recipientes primarios y secundarios
deberan mantener sus propiedades a bajas temperaturas.

Requerimientos de transporte muestras de animales transducidos*

Las muestras, por su riesgo minimo de contener agentes patégenos seran tratados como “Exempt
animal specimen”. Se seguiran las instrucciones de embalaje descritas anteriormente con embalaje
de tres capas. En este caso | exterior del recipiente externo se etiquetara con la siguiente
informacion:

- el nombre, la direccién y el numero de teléfono del expedidor (remitente, consignador)

10
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- el nombre, la direccién y el nimero de teléfono del destinatario (consignatario).
- la designacion oficial de transporte (« EXEMPT ANIMAL SPECIMENS»).

- requisitos relativos a la temperatura de almacenamiento (opcional).

*El envio de sustancias se realizara en todo caso por transporte terrestre por territorio espafiol.

7. PLAZO DE EJECUCION

La duracion total de los procedimientos en un animal sera de 14 dias, tiempo que transcurre entre
el procedimiento 1y el 4 (sin recuperacién). En el caso de cerdos sin infarto la duracién sera de 7
dias (tiempo entre el procedimiento 3 y 4).

Cerdos con infarto (n=12 maximo):

Induccidn de infarto: dia 0.

Resonancia Magnética: dia 5.

Tratamiento AAV9: 7 dias post-infarto.

Tiempo de Sacrificio: 14 dias post-infarto (7 dias post AAVO).

Cerdos sin infarto (n=12};

Tratamiento AAV9: dia 0.
Tiempo de Sacrificio: 7 dias post AAVY.

Siete dias después del tratamiento con vectores AAVY, una vez recogidos todos los datos
necesarios con el animal vivo (bajo anestesia general), se le heparinizara a dosis plenas (3mg/kg,
IV) v se producira una parada cardiaca en condiciones de anestesia profunda mediante la
induccion de fibrilacion ventricular con corriente continua (4.5 V) conectada a un catéter electrodo
colocado en el ventriculo derecho a continuacion se realizara la seccion adrtica y extraccion del
corazon.

El plazo en que deben ejecutarse los experimentos finaliza el 31 de diciembre de 2018.

Se contempla la posibilidad de prérroga del contrato, en casos debidamente justificados, vy segin lo
recogido en el PCAP.

8. NORMATIVA DE APLICACION

Para la realizacién del servicio objeto de esta licitacién se aplicard la normativa de referencia de
indole comunitaria, estatal, autonémica y local.

Madrid, a 15 de junio
LA VICEPRESID H{Z\TRON
Fdo: Dha. Carmen te/{t/ngedero 5

Vicepresidenta del Patron
Fundacidn para la Investigacién Biomédica
Hospital Gregorio Marafién
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