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2. Justificacion: (Describa como se alinea el proyecto con las lineas de investigacion del
area al que pertenece)

La humanidad ha sufrido la aparicion de enfermedades infecciosas emergentes y
reemergentes. “La Plaga de Justiniano” fue primera pandemia reportada en los afios 541-542
(Pérez et al., 2020). En el 2019, la enfermedad causada por el nuevo coronavirus SARS-
CoV-2, descubierto en la ciudad de Wuhan, provincia de Hubei-China, fue declarada
pandemia por la Organizacién Mundial de Salud (OMS) y ha puesto en emergencia sanitaria
tanto a los paises del mundo como a la comunidad cientifica (Pérez et al., 2020). Los
esfuerzos de los investigadores se han concentrado en detener la evolucion y propagacion de
COVID-19, a través del desarrollo tanto de vacunas como tratamientos terapéuticos y
preventivos (Gonzalez, 2020).

Los anticuerpos neutralizantes son inmunoglobulinas producidas por linfocitos B, que han
probado ser Utiles en el diagnostico y tratamiento de varias enfermedades infecciosas y
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podrian ser utilizados para estudiar la inmunidad frente al nuevo coronavirus (Machado et al.,
2006; Tan et al., 2020). Los anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 se unen al dominio
de unidn del receptor (RBD) presente en las glicoproteinas espiga (S) de la superficie de la
capside, utilizadas por el virus para reconocer e ingresar a las células hospedadoras. Se
conoce que la interaccion entre el receptor RBD de la proteina espiga con el receptor de
ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2), ubicado en la superficie celular en células
hospedadoras, desencadena cambios conformacionales irreversibles en las proteinas de pico
que permiten la fusion con la membrana celular. Estos tienen el potencial de alterar el curso
de la infeccion en el huésped infectado, eliminar el virus o proteger a un individuo no
infectado que esté expuesto al virus (Wang et al., 2020).

Ademas, los anticuerpos neutralizantes son una poderosa herramienta para detectar
inmunidad frente a SARS-CoV-2 y son un instrumento cada vez mas utilizado en el
tratamiento de diversas enfermedades infecciosas (Garcia Merino, 2011).

3. Relevancia cientifica: (Sefiale cul es el aporte al conocimiento cientifico que pretende
alcanzar en el campo de investigacidn especifico en el que se inscribe este proyecto)

El presente estudio pretende determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes contra
SARS-CoV-2 en pacientes convalecientes de COVID-19, con el objetivo de estudiar la
inmunidad generada por el sistema inmune humano.

4. Planteamiento del problema de Investigacion: (Incluya las preguntas de investigacion)

El rapido avance de la pandemia causada por SARS-CoV-2 ha afectado no sélo a la salud
poblacional, también a la economia y desarrollo de los paises. Por ello, resulta indispensable
investigar como responde el sistema inmune de la poblacién que ha sido infectada y que se
ha recuperado de COVID-19.

Se conoce que durante el desarrollo de inmunidad frente al ataque de patdgenos el sistema
inmune produce los anticuerpos 1gG, IgM y anticuerpos neutralizantes (Machado et al.,
2006). En el presente estudio se basa en el analisis de dichas proteinas.

Preguntas de investigacion:

- ¢Las personas que sufrieron COVID-19 (poblacién en estudio) presentan anticuerpos
neutralizantes en su plasma sanguineo?

- ¢Hasta cuantos meses después de haber sufrido COVID-19 se puede observar la presencia
de anticuerpos neutralizantes y/o IgG? Nota: esto dependera de la antigiiedad de las
muestras que se logren conseguir.

- ¢En qué proporcidn de la poblacion analizada, la presencia o ausencia de 1gG esté
relacionada con la existencia de anticuerpos neutralizantes?

5. Objetivos:
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51 General:

Determinar la presencia de anticuerpos neutralizantes anti SARS-CoV2 en
muestras de plasma humano de al menos 2 meses de convalecencia por
COVID-19

5.2  Objetivos Especificos: (De acuerdo con las preguntas de investigacion)

- Determinar la presencia o ausencia de inmunoglobulinas G y M anti SARS-CoV2 en 96
muestras de plasma de personas que sufrieron COVID-19 hace al menos 2 meses.

- Contrastar la presencia o ausencia de anticuerpos neutralizantes con el de las
inmunoglobulinas G y M en muestras de plasma convaleciente por COVID-19 de al menos 2
meses.

6. Alcances y Limitaciones: (Hasta donde se investigara y qué no se investigara)

El estudio se realizara cualitativamente sobre una poblacion recuperada de COVID durante
un periodo de tiempo limitado, que dependera de la naturaleza de las muestras obtenidas. Al
ser un virus emergente, el tiempo de prevalencia en la poblacion aumenta dia a dia.

7. Estado de la cuestion (Estado del arte/breve marco referencial)

La enfermedad COVID-19, causada por el nuevo coronavirus SARS-CoV-19, se ha
extendido rapidamente por todo el mundo desde su primer reporte en 2019, a tal punto de
convertirse en una emergencia internacional en salud publica (Yang et al., 2020). Cada vez
son mas las investigaciones que se enfocan en estudiar el proceso infeccioso, entender la
respuesta humoral, hallar un tratamiento efectivo y en desarrollar vacunas. Existe mucho
interés en estudiar los anticuerpos neutralizantes y su capacidad para detener evitar que el
virus infecte las células (Garcia Merino, 2011; Gonzéalez, 2020; Jiang et al., 2020;
Machado et al., 2006; Tan et al., 2020; Wang et al., 2020).

Estas inmunoglobulinas, generadas especificamente por los linfocitos B del sistema
inmunoldgico durante la inmunidad adaptativa humoral, tienen multiples ventajas
(Machado et al., 2006) entre las que se destaca su empleo para examinar inmunidad
(Wajnberg, Amanat, et al., 2020) y su uso en la prevencion y tratamiento de la enfermedad
(Jiang et al., 2020). Wajnberg et al., descubrieron que los anticuerpos neutralizantes contra
la proteina espiga (Spike) del SARS-CoV-2 persistieron durante al menos 5 meses después
de la infeccion. Estos resultados preliminares sugieren que la posibilidad de reinfeccion
puede ser menor de lo que se teme actualmente (Wajnberg, Amanat, et al., 2020;
Wajnberg, Mansour, et al., 2020).

Con este estudio se pretende examinar el estado de la inmunidad poblacional a través del
analisis de anticuerpos neutralizantes en muestras de plasma humano convaleciente de
CoVID-19.
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8. Propuesta Metodologica: (Describa como va a desarrollar la investigacion y las técnicas
que va a utilizar)

8.1  Tipo de Investigacion:
Estudio descriptivo transversal.

8.2 Estructura de anélisis:

El estudio incluird a 96 individuos que hayan sido infectados por el SARS-CoV-2 y que se
hayan recuperado hace al menos 2 meses. Los voluntarios seran registrados, informados
sobre la investigacion y firmaran voluntariamente los consentimientos informados para
poder ingresar al estudio. Posteriormente, se extraera una muestra sanguinea de cada uno.
Las muestras se almacenaran y transportaran a -20°C, para luego procesarlas y obtener 2
ml de plasma sanguineo. Luego, se analizara el plasma segun los protocolos descritos en
los kits para detectar la presencia de anticuerpos neutralizantes en plasma humano
“SARS-CoV-2 Surrogate Virus Neutralization Test Kit” de la casa comercial GeneScript
(RUO) y el kit de deteccidn rapida de inmunoglobulinas G y M anti SARS-CoV-2
“COVID — 19 IgG /IgM Rapid Test Cassette (Whole Blood / Serum / Plasma)” de la casa
comercial Spring Healthcare AG (IVD).

Finalmente, los resultados seran analizados estadisticamente y luego se reportaran las
conclusiones y recomendaciones a los organismos pertinentes

8.3  Disefo y aplicacion de instrumentos:

Los anélisis de deteccion cualitativa de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2, IgG e
IgM se realizaran a partir de muestras de plasma humano convaleciente de COVID-19 de al
menos 2 meses de haber sufrido la infeccion. Para esto, las personas seran contactadas por
los investigadores, utilizando la informacion de la base de datos del Hospital Bicentenario; y
deberan acercarse voluntariamente. No es necesario que asistan en ayunas o en alguna
condicion especial.

Una vez que los participantes asistan al Hospital Bicentenario, donde se extraeran las
muestras, seran informados sobre la naturaleza del estudio, su proposito, los procedimientos
para precautelar su informacion confidencial. Luego, los investigadores llenaran el
formulario de recoleccidn de datos, se les entregara los consentimientos informados para
que los revisen y los firmen (voluntariamente). Seguidamente, los voluntarios ingresaran al
laboratorio respetando todas las medidas de seguridad implementadas en el Hospital
Bicentenario para que se les extraiga una sola muestra de sangre por paciente en un tubo
tapa lila con anticoagulante. Este procedimiento tomara alrededor de 15 minutos por cada
muestra. La informacion obtenida de cada paciente sera almacenada en los archivos de los
laboratorios de la Universidad de los Hemisferios para mantener su confidencialidad, para el
procesamiento y analisis de las muestras, Gnicamente se trabajara con el identificador de
cada muestra (segun se detalla en la columna 1 de la y de ninguna manera se digitalizara la
informacidn personal de cada participante.

El proposito de la extraccion de muestras es analizar la presencia o ausencia de anticuerpos
neutralizantes, 1gG e IgM anti SARS-CoV-2.
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7.1. Procesamiento de muestras.

Se extraeran aproximadamente 3 ml de sangre de cada participante en un tubo estéril tapa
lila (con anticoagulante EDTA). Luego, se centrifugaran las muestras durante 10 minutos a
1000 g. Seguidamente se extraera 1 ml de plasma que sera almacenado a -20°C. Las
muestras deberdn ser manejadas como si fueran potencialmente infecciosas, tomando en
cuenta las medidas de bioseguridad pertinentes.

Una vez obtenidas todas las muestras (aproximadamente en una semana), estas seran
transportadas a los laboratorios de la Unidad Técnica de Genética y Biologia Molecular del
Hospital de Especialidades Carlos Andrade Marin, donde los investigadores del proyecto
realizaran la deteccion de anticuerpos neutralizantes, 1gG e IgM anti-SARS-CoV-2.

Deteccion de anticuerpos neutralizantes:

Antes de iniciar el protocolo se deberé llevar todos los reactivos del kit a temperatura
ambiente y después de utilizarse seran almacenados nuevamente de 2°C a 8 °C. Todas las
muestras y controles deberan ser agitados en un vortex antes de analizarse.

La deteccidn de anticuerpos neutralizantes anti-SARS-CoV-2 se realizara siguiendo las
directrices del Kit “SARS-CoV-2 Surrogate Virus Neutralization Test Kit”, que es un
ELISA de blogueo que mimetiza el proceso de neutralizacion del virus:

- Diluir el conjugado HRP-RBD con la solucion bufer HRP en proporciones 1:1000.
- Preparar la solucién de lavado 20X diluyéndola a una concentracion de 1X.

- Diluir las muestras y los controles positivos y negativos con la bufer de dilucion de
muestras en una proporcién 1:9.

- En tubos separados, mezclar las solucion HRP-RBD con las diluciones del control
positivo, control negativo y las muestras en una proporcion 1:1, por ejemplo 60 pl del
control positivo con 60 pl de la solucion HRP-RBD.

- Incubar las muestras durante 30 min a 37°C.

- Afadir 100 pl de cada mezcla (controles positivo, negativo, muestras) en un pocillo dentro
del microplato para ELISA, se recomienda realizar dos repeticiones de cada control.

- Cubrir el microplato con el sellador de microplatos e incubar a 37°C por 15 min.

- Remover el sellador de microplatos y lavar 4 veces el plato con 260 pl de la solucion de
lavado 1X

- Golpear firmemente el plato contra una toalla o un pedazo de papel para eliminar residuos
de liquido en los pocillos.

- Afadir 100 ul de la solucion TMB en cada pocillo e incubar el plato en la oscuridad a
20°C - 25°C durante 15 min, activar el crondmetro después de la adicion de la solucién
TMB al primer pocillo.

- Afadir 50 pl de la solucién de la solucion de paro en cada pocillo.

- Leer la absorbancia de cada pocillo en un lector de placas ELISA a 450 nm,
inmediatamente y anotar los resultados.
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Deteccion de inmunoglobulinas G y M anti SARS-CoV-2:

La deteccién de inmunoglobulinas se realizara siguiendo las directrices del kit de deteccion
rapida de inmunoglobulinas G y M anti SARS-CoV-2 “COVID - 191gG / IgM Rapid Test
Cassette (WholeBlood / Serum / Plasma)” de la casa comercial Spring Healthcare AG
(IVD):

- Antes de iniciar la prueba, llevar el casete, muestras, buffer y los controles a temperatura
ambiente.

- Colocar el casete en un una superficie limpia y nivelada.

- Utilizando las pipetas descartables del kit, transferir 1 gota de plasma al pocillo de la
muestra.

- Agregar una gota de la buffer e incubar a temperatura ambiente durante 10 a 15 minutos.

- Interpretar los resultados, verificando gque el control positivo se torne de color rojo-pdrpura
y anotar los resultados.

Los investigadores de la Universidad de los Hemisferios seran responsables de la custodia
de las muestras humanas desde extraccion y procesamiento, hasta su destruccién al finalizar
el estudio (autoclavado y desecho). Las muestras seran mantenidas a -20°C durante su
transporte y almacenamiento en los laboratorios de Microbiologia General de la Universidad
de los Hemisferios y también durante su procesamiento en los laboratorios de la Unidad
Técnica de Genética y Biologia Molecular - HCAM. Los participantes de la investigacion
recibiran una notificacion via correo electrénico o SMS, con los resultados del analisis de su
muestra, se dard una asesoria sobre la interpretacion de los resultados.
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10. Productos esperados: (Articulos, libros, conferencias, capitulos de libro, ponencias...)

Se contribuira con informacién para el estudio, prevencion y control de SARS-

CoV-2.

Se conocera la relacion entre la presencia de anticuerpos neutralizantes versus

inmunoglobulinas G y M.

Se realizara una publicacién en una revista cientifica.

11. Impacto esperado sobre la colectividad: (Breve resefia de comose articula el proyecto

con: i) los Objetivos de Desarrollo Sostenible, o alguna(s) de sus metas especificas, y ii)
con los objetivos del Plan Nacional de Desarrollo del Ecuador)

Los resultados alcanzados permitiran analizar el estado de proteccion frente a SARS-CoV-2
de las personas que han superado la enfermedad COVID-19 (poblacion de estudio), por lo
que se relaciona con el area de conocimiento de ciencias en la disciplina cientifica de las
ciencias médicas, objetivo salud (definido por la UNESCO) y con el ODS 3 de salud y
bienestar. Ademas, se alinea con el objetivo 1.6 del Plan Nacional de Desarrollo del
Ecuador (garantizar el derecho a la salud...).
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12. Sostenibilidad del proyecto: (Indicar las acciones que se prevén realizar para garantizar

que los objetivos e impactos del proyecto se mantengan en el tiempo, una vez que
finalice)

Se pretende publicar los hallazgos obtenidos como un aporte cientifico a la comunidad que
lucha contra COVID-19.

El andlisis de anticuerpos neutralizantes podra realizarse en otras poblaciones de estudio,
para conocer su estado de salud, en relacion con la produccién de anticuerpos
neutralizantes frente a SARS-CoV-19. Este tipo de estudios podrian extrapolarse en
investigaciones sobre otras enfermedades infecciosas.

Adicionalmente, conocer la duracion de la inmunidad frente a SARS-CoV-19, asi como la
deteccion de anticuerpos neutralizantes, permitira evaluar la necesidad de vacunas en la
poblacién. También se podria utilizar esta prueba para validar la presencia de anticuerpos
en tratamientos de plasma convaleciente.

Il.- RECURSOS HUMANOS

Nombre Completo Boris Hernan Villacrés Granda

Fecha de nacimiento 13/03/1988

Cédula de Identidad/Pasaporte 1716866072

Director Investigador | Auxiliar | Técnico
Categoria del investigador/a @ O O O
Teléfono de contacto +593992567254

Titulo académico e institucion que | Ing. en Biotecnologia - UFA-ESPE.
lo emitio M.Sc. Industrial and Commercial Biotechnology -
Newcastle University.

Nombre Completo Elius Andrés Paz Cruz

Fecha de nacimiento 08/07/1988

Cédula de Identidad/Pasaporte 1715478895

Area académica GENETICA
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Categoria del investigador/a

Director

O

Investigador

®

Auxiliar

O

Técnico

O

Teléfono de contacto

+593999740023

Titulo académico e institucion que
lo emitid

Ing. en Biotecnologia - UFA-ESPE
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Nombre Completo

Guillermo Mauricio Aguirre Balseca

Fecha de nacimiento

17/10/1971

Cédula de Identidad/Pasaporte

1705523445

Area académica

ODONTOLOGIA

Director Investigador | Auxiliar | Técnico
Categoria del investigador/a O @ O O
Teléfono de contacto +593998362051

Titulo académico e institucion que
lo emitid

Odontologo - UCE

Especialidad en Endodoncia - UCE

Especialidad en Rehabilitacién Oral - USFQ
Maestria en Docencia Universitaria e Investigacion N
- Universidad de Loja

Ph.D en Endodoncia - Universidad Estatal Paulista
Brasil

Especialidad en Implantologia - Universidad de
Maringa UNINGA

Nombre Completo

Daniela Yazmin Armijos Rios

Fecha de nacimiento

17/11/1998

Cédula de Identidad/Pasaporte

1105975260

Area académica

ESTUDIANTE DE LA FACULTAD DE

Director Investigador | Auxiliar | Técnico
Categoria del investigador/a O O @ O
Teléfono de contacto +593999740023

Titulo académico e institucion que
lo emitid

Bachiller en Ciencias - Colegio La Inmaculada
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Nombre Completo Maria José Burbano

Fecha de nacimiento 24/08/1989/

Cédula de Identidad/Pasaporte 1714769666

Area académica ODONTOLOGIA

Director Investigador | Auxiliar | Técnico
Categoria del investigador/a O @ O O
Telefono de contacto +593987673963

Titulo acadeémico e institucion que Odontéloga - UCE

lo emiti6 Especialidad en Endodoncia — UCE
M.Sc. en Ciencias de la Salud - Faculdade do centro Oeste
Paulista FACOP

111.- RECURSOS ECONOMICOS

Actividades Rubros Recursos Costo Costo Fuente de

unitario total financiamiento

Procesamiento y \YEIC g [SMAgUjas toma UDICIS
analisis de muestras
18.00 18.00
Procesamientoy — MWVEUSAEIES UDICIS
analisis de muestras Hidrofilico 3.00 3.00
Procesamiento y \YEXEgEIES M Capuchones UDICIS
analisis de muestras para agujas
vacutainer 2.00 2.00
Procesamiento y Materiales UDICIS
analisis de muestras Cofias 6.30 6.30
Procesamiento y \YEICEEI S MGuantes de UDICIS
analisis de muestras 16.00 16.00
Procesamiento y Materiales I UDICIS
analisis de muestras
10.00 10.00
Procesamientoy  WYEVESEIES UDICIS
andlisis de muestras ,
- negro [2.00 2.00
Procesamiento y \Y BT gEI S lMascarillas UDICIS
analisis de muestras KN95 3.00 24.00
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Recoleccion de
datos y entrevista
con participantes

Materiales

Procesamiento y
analisis de muestras

Procesamiento y
analisis de muestras

Procesamiento y
analisis de muestras

Materiales

Procesamiento y
analisis de muestras

Materiales

Procesamiento y
analisis de muestras

Materiales

Procesamiento y
analisis de muestras

Materiales

Escrituray
publicacion

Escrituray
publicacion
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UNIVERSIDAD DE TOS HEMISFERIOS

Materiales

Materiales

UDICIS
Material de
escritorio 100.00 100.00
Microtubos de UDICIS
1,5mlo 2 ml
(autoclavables) {18.00 18.00
Puntas UDICIS
10.00 10.00
UDICIS
9.00 9.00
UDICIS
11.00 11.00
SARS-CoV-2 UDICIS
Surrogate Virus
Neutralization
500.00 500.00
UDICIS

10.00 10.00

Suscripcion
revista 600.00 600.00

UHEMISFERIOS

raductory
estadista

1%

UHEMISFERIOS
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IV.- CRONOGRAMA

ACTIVIDAD Ene- Abr-Jun Jul- Oct-
Mar Sep Dic
1. [Propuesta del proyecto
X
2. |Aprobacion de comité de bioética X
3. (Seleccién de poblacién y contacto X
con participantes
4. [Recoleccién de muestras X
5. [Deteccion de anticuerpos X
neutralizantes
6. |Deteccion de IgG e IgM X
7. JAnalisis de resultados %
9. [Escritura del articulo X
10. [Busqueda de revista X
11. [Traduccion X
12. [Publicacion X
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V.- INFORMACION ADICIONAL

Tipo de investigacion

Investigacion Aplicada

Desarrollo experimental segun el area del conocimiento UNESCO

Salud y Servicios Sociales

Disciplina Cientifica

Ciencias médicas

Objetivo socioecondémico
Salud

Ambito geografico
Local

Articulacion con los Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS)

[Marque el Objetivo(s) que corresponda]

Objetivo 1: Poner fin a la pobreza en
todas sus formas en todo el mundo

Obijetivo 10: Reducir la desigualdad en y entre
los paises

Objetivo 2: Poner fin al hambre,
lograr la seguridad alimentaria y la
mejora de la nutricion y promover la
agricultura sostenible

Objetivo 11. Lograr que las ciudades y los
asentamientos humanos sean inclusivos, seguros,
resilientes y sostenibles

Objetivo 3: Garantizar una vida sana
y promover el bienestar para todos en
todas las edades

Objetivo 12.  Garantizar modalidades  de

consumo y produccién sostenibles

Obijetivo 4: Garantizar una educacion
inclusiva, equitativa y de calidad y
promover oportunidades de
aprendizaje durante toda la vida para
todos

Objetivo 13.  Adoptar medidas urgentes para
combatir el cambio climatico y sus efectos

Objetivo 5: Lograr la igualdad entre
los géneros y empoderar a todas las
mujeres y las nifias

Objetivo 14.  Conservar y utilizar
sosteniblemente los océanos, los mares y los
recursos marinos para el desarrollo sostenible

Objetivo 6: Garantizar la
disponibilidad de agua y su gestion

Objetivo 15.  Proteger, restablecer y promover
el uso sostenible de los ecosistemas terrestres,
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sostenible y el saneamiento para todos gestionar sosteniblemente los bosques, luchar
contra la desertificacion, detener e invertir la
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degradacion de las tierras y detener la pérdida de
biodiversidad

Objetivo 7: Garantizar el acceso a una
energia asequible, segura, sostenible y
moderna para todos

Objetivo 16. Promover sociedades pacificas e
inclusivas para el desarrollo sostenible, facilitar
el acceso a la justicia para todos y construir a
todos los niveles instituciones eficaces e
inclusivas que rindan cuentas

Objetivo 8: Promover el crecimiento
economico sostenido, inclusivo y
sostenible, el empleo pleno vy
productivo y el trabajo decente para
todos

Objetivo 17. Fortalecer los medios de
implementacion y revitalizar la Alianza Mundial
para el Desarrollo Sostenible

Obijetivo 9. Construir
infraestructuras resilientes, promover la
industrializacion inclusiva y sostenible
y fomentar la innovacion

Firma del Director del Proyecto:

Fecha de presentacion:

PARA USO DE LA COMISION DE INVESTIGACION

Recibido Comité de Investigacion

1(




