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DESCRIPCION Y ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL SERVICIO DE MEDIDA DE PERFIL
LIPOPROTEICO, GLICOPROTEICO Y DE FAMILIAS LIPIDICAS DE MUESTRAS BIOLOGICAS
(SUERO/PLASMA) y DEL PERFIL DE METABOLITOS DE BAJO PESO MOLECULAR DE MUESTRAS
BIOLOGICAS (SUERO/PLASMA) MEDIANTE LA APLICACION DE TECNOLOGIA DE RESONANCIA
MAGNETICA NUCLEAR

1.- Objeto del contrato y objetivos del servicio

El presente contrato tiene por objeto la prestacion de los servicios de realizacién, en modo de
autoservicio, de las medidas para la determinacion de perfil de lipoproteinas, de glicoproteinas, y
familias lipidicas de muestras de suero y del perfil de metabolitos de bajo peso molecular en suero.

El objetivo del servicio sera realizar las medidas y la caracterizacion de los espectros para la
obtencidn del perfil lipoproteico, glicoproteico, de metabolitos de bajo peso molecular y lipidico en
muestras de suero, provenientes de sujetos con diagndstico de esquizofrenia o autismo.

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

2.- Introduccion

El éxito de los estudios de perfiles metabolémicos radica en la habilidad de determinar cambios
diferenciales en los fluidos o tejidos de un organismo para una determinada condicién patoldgica.
En suero, los lipidos se caracterizan y varian en su funcién bioldgica tanto por las clases de
lipoproteinas que los transportan como por las caracteristicas bioquimicas de los lipidos
transportados. La tecnologia de la resonancia magnética nuclear (RMN) es idonea para tal analisis
debido a su posibilidad de medir el suero de manera directa (dando informacién sobre lipoproteinas,
glicoproteinas y metabolitos de bajo peso molecular) y sobre extractos (dando informacion de los
lipidos) sin la destruccion de la muestra, con adecuada sensibilidad, amplia cobertura de las
diferentes clases de lipidos, alto rendimiento y elevado rango dinamico.

La necesidad del contrato se plantea ante un proyecto de investigacién "P121/01812 “Double-blind
randomized controlled pilot study of the efficacy of nutraceuticals combined with physical activity
as an adjunctive treatment for autism and schizophrenia” para cuya realizacién se requiere obtener
medidas de los perfiles lipoproteicos, glicoproteicos, de metabolitos de bajo paso molecular y de
familias lipidicas de un gran nimero de muestras de suero.

Concretamente, dada la naturaleza del estudio planteado, se precisara la realizacion durante el
periodo de 6 meses para su completa ejecucidn; de diferentes medidas de RMN para la
caracterizacién tanto del perfil de lipoproteinas, de glicoproteinas, de metabolitos de bajo
paso molecular, como del perfil lipidico (extractos lipidicos) de las muestras de suero de este
estudio.
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3.-Requisitos del servicio

Los estudios de RMN de suero, al ser una técnica no destructiva y que permite la ediciéon con
diferentes pulsos de la sefial obtenida, permiten extraer de la misma muestra diversas
informaciones sobre las lipoproteinas, sus tamaiios y distribuciones (perfil lipoproteico), las
glicoproteinas, los metabolitos de bajo peso molecular y los extractos lipidicos. Para la mejor
realizaciéon del servicio serd requisito que el adjudicatario tenga acceso a una plataforma de RMN
de alta resolucion (> 600 MHz) que dispongan de alta capacidad de medida de muestras en
automatico (muestreadores de 100-500 muestras por lote), con control de temperatura y sondas de
'H de pulsos editados y calibrados tales como experimentos de difusion, filtros de bajo peso
molecular y medidas directas de suero crudo y sus extractos. Se valorard la existencia de equipos
adicionales de respaldo por si surgieran imprevistos técnicos.

Para la preparacién de las muestras a analizar se requerira que el adjudicatario disponga de sistemas
automaticos de preparacion y manipulacién de liquidos para disminuir el tiempo y la variabilidad de
la preparacién de un gran nimero de muestras y posibles errores humanos.

El adjudicatario deberd ser capaz de aplicar diferentes procesos de control de calidad y estabilidad
a los equipos de RMN a los datos obtenidos por RMN, haciendo equiparables los diferentes ensayos
realizados con todas las muestras analizadas.

El adjudicatario debera asignar un responsable del servicio a efectos de todas las comunicaciones y
requerimientos del investigador principal del proyecto, que se encargarad de asegurar el buen
funcionamiento del servicio durante el tiempo que necesite el usuario.

4.- Metodologia

Dada la naturaleza del proyecto, el nimero de muestras sobre el que se solicitaran los servicios
contratados en el periodo de ejecucién sera de hasta 165 muestras de suero y sus extractos.

En coordinacidn con la persona responsable del proyecto, el adjudicatario sera responsable de (i)
recibir las muestras bioldgicas, (ii) procesar las mismas en el equipamiento designado (iii) obtener
las diferentes medidas analiticas deseadas para posteriormente (iv) recoger y responsabilizarse de
los resultados, transmitir estos a los responsables de proyecto.

El adjudicatario realizard un seguimiento técnico de los equipos durante la medida para garantizar
la calidad del servicio, comunicando cualquier incidencia al responsable del proyecto, en formato
electrdnico. Si los responsables del proyecto asi lo solicitan se entregara un informe sobre los
procesos de control valorando los pardmetros utilizados para el control de calidad de los espectros
adquiridos tanto con controles internos (calibracién de pulso, ajuste sintonia, anchura linea, control
temperatura...) como con estandares externos a la medida (muestra referencia, ERETIC®, etc.)

El responsable del proyecto podra solicitar cuantas aclaraciones consideren oportunas con respecto
a dichos informes al responsable asignado por parte del adjudicatario u otro medio de comunicacion
qgue considere oportuno, durante 3 meses desde la entrega de los espectros. Esta posibilidad no
supondrd en ningln caso incremento del coste del servicio.
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5.-Detalle del Trabajo a realizar
Se utilizardn los siguientes equipos:

= Uso de Sistema de robotizacién Gilson: 20 h

= Uso del Sistema de robotizacion Bravo: Bravo: 35 h
= Uso de Speedvac: 50 h

= Uso de equipo RMN 600MHZ: 180 h

Los espectros de RMN de suero (n=165) se adquirirdn en el equipo de 600 MHz aplicando a cada
muestra de suero crudo acondicionada con agua deuterada un pulso de noesy de 4 scans para ajuste
de condiciones, pulso LED de difusidon de 32 scans para obtener el perfil de lipoproteinas y el perfil de
glicoproteinas y un pulso de cpmg (filtro bajo peso molecular) de 64 scans para el perfil de metabolitos
acuosos y un pulso de zgpr (presaturacion de la sefial del agua) de 64 scans para extractos lipidicos.

Una vez analizadas las muestras por RMN se obtendra para cada una de ellas un espectro complejo
el cual debera procesarse con algoritmos desarrollados por el adjudicatario que permitan obtener
datos cuantitativos de los metabolitos acuosos de manera automatizada.

Para ello, sobre el espectro de RMN se aplicard un algoritmo optimizado de deconvolucién vy las
funciones resultantes serdn utilizadas para calcular la concentracion absoluta de los metabolitos. La
concentraciéon de metabolitos se calculara mediante un algoritmo de optimizacion por minimos
cuadrados PLS (Partial Least Squares).

Este software desarrollado por el adjudicatario asociado a la cuantificacién de metabolitos debera
cumplir los requisitos que permitan la futura implementacion como dispositivo de diagndstico in vitro
compatible con el marcaje CE y las normas I1SO 13485 a partir de espectros de resonancia magnética
nuclear.

Los espectros de extractos lipidicos (n=165) se adquiriran en el equipo de 600 MHz equipado con
sonda de *H con un pulso adquisicion de 64 scans.

A continuacion, se obtendran la cuantificacién de los metabolitos siguientes:
a) Caracterizacion de lipoproteinas en suero o plasma:

El tamafio y el nimero de particulas de los principales tipos de lipoproteinas (VLDL, LDL y HDL) y la
concentracién de particulas de nueve subtipos. La sefial de metilo se deconvolucionara con 9 funciones
lorentzianas asociadas a cada subtipo de lipoproteinas: grandes, medianas y pequefas de los tipos
principales de lipoproteinas (VLDL, LDL y HDL). El area de cada funcién lorentziana esta relacionada
con la concentracién de lipidos de cada subtipo de lipoproteina, y el tamafo de cada subtipo se
calculard a partir de su coeficiente de difusidon. EI nimero de particulas de cada subtipo de
lipoproteinas se calculara dividiendo el volumen de lipidos por el volumen de particula de cada clase.
Los voliumenes de lipidos se determinan mediante el uso de factores de conversién para convertir
unidades de concentracién en unidades de volumen.

De cada espectro se obtendran los siguientes pardmetros:
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Cholesterol VLDL lipoprotein particle number Particle size
Total cholesterol Large VLDL particle number VLDL size
Remnant cholesterol Medium VLDL particle number LDL size
Non-HDL cholesterol Small VLDL particle number HDL size
VLDL cholesterol ) ) )
IDL cholesterol LDL lipoprotein particle number
h%tdrlﬁet:mll Large LDL particle number

chalestero Medium LDL particle number
Triglycerides Small LDL particle number

Total triglycerides HDL lipoprotein particle number

VLDL triglycerides

Large HDL particle number
IDL tri ide
L[)L1l!';|:mm'd s Medium HDL particle number
nglycerides Small HDL particle number
HDL triglycerides

b) Caracterizacion de glicoproteinas en suero o plasma:

El perfil glucoproteico se obtendra a partir de los espectros LED 1H-RMN: este pulso permite cuantificar
los niveles de glucoproteina detectando los protones asociados a la cadena lateral del carbohidrato de
N-acetilo unido a las proteinas plasmaticas. Para obtener la region del perfil de RMN relacionada con
las proteinas glicosiladas, se seleccionara el pico entre 2.16 y 1.90 partes por milléon (ppm) del espectro
de frecuencias de 1H-RMN. Posteriormente se aplicard una descomposicién matematica en la region
seleccionada para obtener tres funciones lorentzianas asociadas a los diferentes enlaces
glucoproteicos. El resultado de la descomposicidn constituye el patrén de glicosilacién (concentracion
relativa de cada clase de glicoproteinas). Cada funcidn se caracterizara por su area total, altura,
anchura y posicion. De cada espectro se obtendran los siguientes parametros asociados a la
inflamacidn:

Inflammation

NMR signal GlycA
NMR signal GlycB
NMR signal GlycF
Ratio H/'W Glyc-A
Ratio H/W Glyc-A

c) Compuestos de bajo peso molecular en suero o plasma:

El perfil de metabolitos de bajo peso molecular se obtendra a partir de los espectros CPMG 1H-RMN:
este pulso permite cuantificar los niveles de moléculas pequefas detectando los protones asociados a
cada metabolito.

Se identificaran un conjunto de metabolitos acuosos para muestras de suero que incluyen
aminodcidos, metabolitos de funcién renal, metabolitos del metabolismo de la glucosa y cuerpos
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cetdnicos. (En plasma, los metabolitos visibles difieren en algunos casos, como en el caso del formato
gue se puede cuantificar en plasma).

Amino acids Glucose metabolism
Glutamate Glucose
Histidine Lactate
Glycine Citrate
Alanine Gilycerol
Glutamine
Leucine Renal function
valine . Creatine
Isoleucine o

. Creatinine
Tyrosine

Ketone bodies

3-Hydroxyisobutyric acid
Acetate
Acetona

d) Caracterizacion de familias de lipidos de la extraccién lipidica del plasma o suero:

El perfilado de familias de lipidos incluye la cuantificacidn absoluta (concentracién) de las siguientes
especies lipidicas:

Fatty acids Cholesterol
Saturated fatty acids Free cholesterol
Polyunsaturated fatty acids Esterified cholesterol
Linoleic fatty acid ]
Docosahexaenoic fatty acid Glycerides
Arachidonic fa id

. \donie tty acl . Phosphoglycerides
Eicosapentaenoic fatty acid

Lysophosphatidylcholine

Omega 3 Phosphatidylcholine
Omega 6 and 7 . .

Sphingomyelin
Omega 9

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

1. Un documento en el que se explicard la metodologia empleada para la medida y las
incidencias mas relevantes encontradas.

2. Un apartado que contenga toda la informaciéon de calidad (ya sea cualitativa o
cuantitativamente) y los parametros de diagndstico utilizados.
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3. Los informesy documentacion generada podran estar redactados en castellano
y/o inglés.

4. 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 a la
entidad contratante con posterioridad a la adjudicacién importe alguno por licencias,
accesos, informes, etc.... derivados del analisis de las muestras objeto de contratacién.

La presentacion de este informe y la entrega de los resultados al responsable del proyecto representa,
sin menoscabo ninguno de acciones posteriores, la finalizacién del servicio objeto de este contrato.

6.- Plazo de vigencia del servicio

El plazo de realizacion del servicio por parte del adjudicatario serd de 6 meses maximo, a partir de la
fecha de formalizaciéon del contrato o la que figure en este.

Este plazo incluira todos los servicios necesarios para la realizacidn completa de las tareas definidas en
este PPT, que incluyen de forma enunciativa y no limitativa, tratamiento de las muestras, analisis de
las muestras por RMN, estadistica, analisis de datos e informe final.
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