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1. Objeto del contrato y objetivos del servicio

El presente contrato tiene por objeto la prestacion de los servicios de determinacion de
perfil metabdlomico/lipidémico de muestras de plasma por parte de l'lnstitut
d’Investigacié Sanitaria Pere Virgili, en adelante IISPV.

El objetivo del servicio serd completar la caracterizacién de perfil metabolémico
de muestras de plasma sujetas al proyecto P119/01337 (EXP. NUM. IISPV2020-15 y
EXP. NUM. lISPV2022-02) usando las ciencias 6micas con el fin de encontrar
nuevos marcadores plasmaticos y nuevas dianas terapéuticas. Los métodos
analiticos para el estudio de metabolitos se dividen entre aquellos gue nos permiten una
separacion de los metabolitos polares (aminoacidos, azlcares, acidos organicos) y los
que nos proporcionan la informacién de los metabolitos no polares (ejemplo lipidos). Y
aunque el lipidoma se considera un subgrupo de moléculas del metaboloma, el enfoque
analitico difiere del enfoque necesario para la separacién de moléculas polares e incluso
de las propias especies no polares en funcién del método de extraccion utilizado. Es por
ello, que con este contrato pretendemos completar los analisis anteriormente realizados
(proteémica, metabolémica no polar y lipidomica por método de extraccion de Folch).

Asi pues, con la caracterizacién del perfil dirigido de acidos grasos de cadena corta
y de lipidos usando la extraccion con metanol de las muestras plasmaéticas
anteriormente analizadas por un enfoque metabolomico no dirigido de
compuestos no polares y un andlisis lipiddmico usando la extraccion de Folch (i)
pretendemos poder definir un perfil metabolémico y lipidémico completo que nos permita
diferenciar casos y controles, (ii) encontrar nuevas moléculas diana susceptibles a ser
definidas como biomarcadores y/o posibles dianas terapéuticas de estudio, (lll) tener un
perfil bien caracterizado de las muestras sujeto de estudio

Cualquier informacion derivada del servicio sera propiedad integra del ISPV, facilitando
gratuitamente el licitador cualquier clave o contrasefia necesaria para el acceso a los
datos o el uso de estos.

2. Introduccién

El éxito de los estudios de perfiles 6micos radica en la habilidad de determinar cambios
en los fluidos o tejidos de un organismo. La proteémica ofrece la posibilidad de
cuantificar proteinas, identificar proteinas, modificaciones postraduccionales e incluso
estudiar las interacciones proteina-proteina. La tecnologia de espectrometria de masas
acoplada a cromatografia de liquidos de alta resolucion es idonea por su elevada
sensibilidad, amplia cobertura de las diferentes clases de metabolitos, alto rendimiento
y elevado rango dinamico
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La necesidad del contrato se plantea en relacién con el proyecto de investigacion
P119/01337, el cual tiene como obijetivos principales (i) establecer biomarcadores
predictivos de progresion con potencial aplicacion clinica y (2) determinar moléculas con
potencial susceptibilidad a ser definidas como dianas terapéuticas.

Los resultados satisfactorios anteriores (EXP. NUM. [ISPV2020-15 y EXP. NUM.
[ISPV2022-02) han motivado seguir con la caracterizacion metabolomica para poder
definir un perfil completo de metabolitos y lipidos de la poblacion sujeto de estudio. Los
analisis planteados en el presente contrato aportaran informacién adicional con relacién
a los acidos de cades corta (metabolitos) y moléculas lipidicas (lysofosfolipidos,
oxylipinas, acidos biliares, hormonas) que no pueden ser detectadas con los métodos
anteriormente realizados en los andlisis metabolémicos de metabolitos no polares y
lipidos extraidos mediante extraccion de Folch.

3. Requisitos del servicio

Serd requisito que el adjudicatario disponga de una plataforma que combine
cromatografia liquida con espectrometria de masa (LC-MS) y cromatografia de gases
combinada con espectrometria de masa (GC-MS).

El servicio comprendera la recepcion y tratamiento de hasta 184 muestras de plasma
obtenidas en las condiciones adecuadas segun indiquen los PNT del adjudicatario, su
acondicionamiento, la inyeccién en los equipos de cromatografia liquida o de gases
acoplada a espectrometria de masas de alta resolucion, el analisis e interpretacion de
los resultados, asi como la comunicacion de los informes realizados a los responsables
de las muestras a analizar. El adjudicatario deber& ser capaz de aplicar diferentes
procesos de normalizacion a los datos obtenidos por espectrometria de masas,
haciendo equiparables los diferentes ensayos realizados con todas las muestras
analizadas. Es condicion indispensable aplicar técnicas de normalizacion de los datos
observados para evitar sesgo intra e inter ensayos. El adjudicatario debera entregar, si
los responsables del proyecto asi lo solicitan, un informe sobre el resultado de estos
procesos de normalizacion y correccion de tendencia, valorando la idoneidad de estas
técnicas a los datos del proyecto. Esta posibilidad no supondra en ningin caso
incremento del coste del servicio.

El adjudicatario estara obligado a realizar un estudio de los diferentes supuestos
estadisticos necesarios para la obtencién de resultados. Ser& obligatorio la aplicacion
de pruebas paramétricas y no paramétricas, donde no se cumplan los supuestos
necesarios, asi como la justificacion de dicha aplicacion.

La presentacion de los datos y resultados debe aportarse de forma que sean facilmente
legibles y amigables para que los responsables del proyecto puedan seguir trabajando
con ellos (ficheros Excel, tablas en formato *.csv...). Los datos deben estar disponibles
para realizar andlisis estadisticos y gréficos por parte de los responsables del proyecto
de forma facil e inmediata y sin restricciones. Si se necesitara algun software especifico
gue no conlleve el uso de licencias restringidas para la visualizacién o tratamiento de
los datos, la empresa debera proporcionar este software sin comportar gasto adicional
del servicio. La seguridad de la informacion debe quedar garantizada.

El adjudicatario debera asignar un responsable del servicio a efectos de todas las
comunicaciones y requerimientos del IISPV.

Se valorara positivamente la posibilidad de acceso a las instalaciones por parte de un
miembro experimentado del ISPV para participar, a modo de auto-usuario, en la
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preparacion de muestras y la adquisiciéon de datos. Por ello, también se valorara de
forma positiva la proximidad del laboratorio de recerca del ISPV que permita el menor
tiempo de desplazamiento del auto-usuario a las instalaciones del servicio.

4. Metodologia

Si existiera la imposibilidad de tener todas las muestras en fecha posterior a la
contratacion de los servicios, se avisara al adjudicatario de que las muestras obtenidas
se almacenaran a -80°C en microtubos o criotubos hasta que se realice el envio a sus
instalaciones.

El envio de las muestras lo realizara el ISPV en condiciones 6ptimas para asegurar la
viabilidad de estas.

El nimero de muestras sobre el que se solicitaran los servicios contratados en el
periodo de ejecucién sera de hasta 184 muestras de plasma pertenecientes a los
distintos grupos de estudio incluidos en el estudio, dos de los cuales son pacientes VIH
positivos y un tercer grupo de muestras de voluntarios sanos VIH negativos. En
coordinacidn con la persona responsable del proyecto del ISPV, el adjudicatario sera
responsable de (i) recibir las muestras bioldgicas, (ii) procesar las mismas en el
equipamiento designado, (iii) obtener las separaciones analiticas deseadas para
posteriormente (iv) transmitir los resultados a los responsables de proyecto y (v)
garantizar la calidad del servicio.

El adjudicatario entregara un informe del proyecto, que sera remitido al responsable
del proyecto del ISPV en formato electrénico.

El responsable del proyecto podra solicitar cuantas aclaraciones consideren oportunas
con respecto a dichos informes al responsable asignado por parte del adjudicatario, de
forma presencial en las instalaciones del IISPV, u otro medio de comunicacién que
considere oportuno, durante 3 meses desde la entrega total de resultados. Esta
posibilidad no supondra en ninglin caso incremento del coste del servicio.

5. Detalle del Trabajo arealizar

Para la deteccion de cambios en la expresion de metabdlitos y lipidos, se realizara la
extraccion de los metabolitos y lipidos presentes en las muestras de plasma de los
participantes incluidos en el proyecto de investigacion P119/01337, segln los servicios
requeridos en apartado 3 del presente documento. Para la deteccion de los
metabolitos, en primer lugar, se realizar4 una extraccion proteica seguida de una
separacion por cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (GC-
Q9Q-MS) que permita identificar los &cidos cortos de cadena grasa (SCFA). Para la
deteccion de distintas moléculas con naturaleza lipidica, se requerira de una extraccion
liquida usando metanol para el posterior andlisis de las muestras por cromatografia
liquida acoplada a espectrémetro de masas (LC-QgQ-MS). Se obtendréa el perfil
metabolémico y lipidomico de cada una de las muestras, lo que permitira establecer si,
mediante este perfil, es posible 0 no separar entre los distintitos grupos de muestras
en el posterior tratamiento estadistico de los datos. Una vez que los datos estén
normalizados se reducird la dimensionalidad del conjunto de datos para facilitar la
visualizacién de cualquier agrupamiento metabdlico de las muestras. Esto se llevara a
cabo mediante analisis multi-variante de los datos, incluyendo andlisis no supervisado
de componentes principales (PCA). Se considerardn igualmente métodos
supervisados de analisis discriminatorio, como Partial Least Square Discriminant
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Analysis (PLS-DA) y Ortogonal Partial Least Square Discriminant Analysis (OPLS-DA)
o similares.

Ademas del andlisis uni- o multi-variante, se realizara un analisis descriptivo calculando
distintos parametros estadisticos:

e Por grupo de muestras: media aritmética, desviacion estandar, mediana, rango
intercuartilico y los coeficientes de variacion, test de normalidad o equivalente.

e Comparaciones entre los grupos de muestras: tasa de cambio, test de Student o
test de Wilcoxon, test de Mann-Whitney o test de Krukal-Wallis, heatmaps,
correlaciones, volcano-plots, confussion matrix, regresiones logisticas o curvas
ROC asociadas a cada metabolito.

Se presentara un informe final que constara de, al menos:

1. Un documento (Word) en el que se explicara la metodologia empleada y los
resultados mas relevantes encontrados.

2. Una hoja de célculo (Excel) con todos los resultados de las estadistica
realizada y acordadas.

3. Un apéndice que contenga toda la informacion de los metabolitos identificados
y cuantificados (ya sea cualitativa o cuantitativamente) y los parametros
estadisticos de diagnostico utilizados. En todos los casos, se debe aplicar un
filtro de frecuencia y s6lo aquellos metabolitos y/o aminoacidos que se puedan
cuantificar en mas del 70-80% de las muestras, en al menos uno de los grupos
experimentales, se deben considerar para otros fines estadisticos que
considere el IISPV.

4. Los informes podran estar redactados en castellano, catalan y/o inglés. Sélo
se admitird otro idioma si lo solicita el ISPV o el adjudicatario y se autoriza
expresamente.

5. Cualquier empresario que presente propuesta, se presume que ofrece el
servicio integro explicado en el PPT, sin limitaciones posteriores al acceso
y tratamiento de los datos derivados del servicio. A nivel enunciativo no
limitativo, no se podra cobrar al ISPV con posterioridad a la adjudicacion
importe alguno por licencias, accesos, informes, etc., derivados del analisis
de las muestras objeto de contratacion.

6. Plazo de vigencia del servicio

El plazo de realizacion del servicio por parte del adjudicatario no podra exceder de 16
semanas a contar desde la formalizacion del contrato o la fecha que figure en este.
Este plazo incluira todos los servicios necesarios para la realizacion completa de las
tareas definidas en este Pliego, que incluyen de forma enunciativa y no limitativa,
extracciones, obtencion del perfil, tratamiento estadistico, andlisis de datos e informe
final.



