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1. RESUMEN

En la técnica de western blot la existencia de controles internos o proteinas de
referencia se utiliza comunmente para evitar diferencias en las cargas de proteinas. Para los
estudios de saliva esta estrategia no es posible ya que ain no se conoce una proteina salival
cuya cantidad relativa al contenido de proteina total permanezca constante. Con el objetivo
de descubrir una proteina candidata analizamos pools de 105 muestras salivales provenientes
de pacientes sanos y con aftas usando un espectrometro de masas timsTOF (Bruker).
Identificamos y cuantificamos los péptidos y proteinas utilizando las herramientas de
bioinformatica contenidas en FragPipe. Luego con el paquete MSstats de R identificamos las
proteinas comunes y que practicamente no variaban en todas las condiciones evaluadas (fold
change cercano a cero y un valor-p no significativo). Establecimientos 8 candidatas. Para la
seleccion final las proteinas seleccionadas no debian ser marcadores pronosticos de cancer
de acuerdo a la base The Human Protein Atlas. En esta investigacion sugerimos que PRDX3
evidencia niveles de abundancia que se mantienen estables bajo diferentes condiciones,
pudiendo ser una proteina candidata a ser usada como control interno para experimentos de

western blot que tengan como centro la saliva.

1.1. Palabras clave

Saliva, proteinas y péptidos salivales, peroxireductasa Ill, estandares de referencia,

western blotting.



2. ABSTRACT

In the western blot technique, the existence of internal controls or reference proteins is
commonly used to avoid differences in protein loads. For saliva studies such strategy is not
possible, since it is not yet known one salivary protein which relative amount to total protein
content remains constant. In order to discover a candidate protein, we analyzed pools of 105
salivary samples from healthy controls and recurrent aphthous stomatitis patients using a
timsTOF mass spectrometer (Bruker). We identify and quantify peptides and proteins using
the bioinformatics tools contained in FragPipe. Then, with the MSstats package of R we
identified the common proteins that practically did not vary in all the evaluated conditions
(fold change close to zero and a non-significant p-value). We established 8 candidates. For
the final selection, the selected proteins should not be cancer prognostic markers according
to The Human Protein Atlas database. In this research, we suggest that PRDX3 shows levels
of abundance that remain stable under different conditions, and may be a candidate protein

to be used as an internal control for western blot experiments that have saliva as the center.

2.1. Keywords

Saliva, salivary proteins and peptides, peroxiredoxin Ill, reference standards, western
blot.



3. INTRODUCCION

La saliva es un fluido biolégico que se forma como un ultrafiltrado del plasma
sanguineo. Debido a su facil obtencion por métodos no invasivos, ha sido blanco de interés
diagnéstico (1). La saliva contiene sobre 3.400 proteinas, conjunto conocido como proteoma
salival, las que poseen un potencial de diagnostico emergente (2). El estudio del proteoma
salival ha permitido identificar proteinas que pueden ser utilizas como marcadores de
diferentes condiciones de salud y enfermedad, como por ejemplo la caries (3), el virus Zika
(4), lesiones premalignas y malignas orales (5).

Los estudios de proteomas se pueden realizar con dos propdsitos principales:
caracterizar una muestra en particular o comparar muestras de diferentes condiciones
experimentales o de salud (6). Independientemente de cual de estos dos sea el foco, la
identificacion de proteinas es un aspecto central. En los estudios protedmicos, la
electroforesis se acopla con frecuencia a tecnologias de espectrometria de masas. Las
proteinas seleccionadas en los geles se escinden y se someten a digestion enzimatica en gel
(7). En este proceso es importante que cada uno de los puntos (o bandas) extirpados presente
la cantidad de proteina suficiente para el anélisis de espectrometria de masas.

Una vez identificadas las proteinas, la técnica de western blot tiene un papel de apoyo
en la evaluacion e identificacion de los resultados protedmicos. ElI western blot es
habitualmente requerido por los revisores de investigaciones que utilizan como base la
espectrometria de masas (8). Esta técnica se basa en el uso de anticuerpos disponibles contra
las proteinas de interés. Hay algunas particularidades de las muestras de saliva que pueden
considerarse para el western blot. Con esta técnica, solo se visualizan manchas o bandas de
la proteina que reacciona con el anticuerpo. Cuando se va a realizar una comparacion entre
diferentes muestras, es importante tener la misma carga de proteina en todos los carriles o
geles. Diferentes cargas pueden dar lugar a resultados erréneos. La existencia de controles
internos, es decir, proteinas para las que los niveles son proporcionales a la cantidad de
proteina total cargada en los geles, es importante y se usa cominmente para evitar supuestas
diferencias en las cargas de proteinas. Proteinas como gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH), beta-actina o beta-tubulina, se utilizan para corregir la carga de

proteinas y factores, como la eficiencia de transferencia (9). El uso simultaneo de un



anticuerpo primario para dicho control interno y el uso de un anticuerpo primario para la
proteina de interés puede permitir ajustes: comparando la intensidad de estos controles
internos, se puede estimar la cantidad relativa de proteina procesada para cada muestra. Para
los estudios de saliva, esta estrategia no es posible, ya que ain no se conoce una proteina
salival cuya cantidad relativa al contenido de proteina total permanezca constante. Ademas
hace varios afios que existe evidencia de que los genes y proteinas cominmente utilizados
como controles internos pueden ser inadecuados debido a la influencia de varios factores
fisioldgicos y patoldgicos en su expresion (9, 10).

Con el objetivo de proponer proteinas salivales que sirvan como control interno o
referencia para estudios protedmicos que busquen realizar validaciones con western blot, en
esta investigacion analizamos pools de muestras salivales provenientes de sujetos sanos y
sujetos con estomatitis aftosa recurrente. Esta enfermedad se caracteriza por la presencia de
Ulceras orales que luego transitan a una fase de curacion o remision total (11). Creemos que
la presencia y ausencia de lesiones puede aportar mayor variabilidad y enriquecer nuestra
busqueda de candidatos. En esta investigacion un flujo de trabajo, que involucrd proteémica
basada en espectrometria de masas y bioinformatica, nos permitié proponer una proteina

candidata debido a la baja variabilidad que presentd en las muestras analizadas.



4. METODO

4.1. Disefio general

Evaluamos el proteoma salival de sujetos sanos y con estomatitis aftosa recurrente
(més conocida como aftas) durante la presencia y ausencia de Ulceras. Todos los
procedimientos fueron de acuerdo con la Declaracion de Helsinki (15). El Comité de Etica

de la Universidad de Antofagasta (protocolo #156/2018) aprobo esta investigacion.

4.2. Participantes

Prospectivamente recolectamos 105 muestras de saliva desde 68 pacientes atendidos
en el Centro de Clinicas Odontoldgicas de la Universidad de Talca, entre Marzo y Octubre
de 2019. Dividimos a los sujetos en un grupo “control” (n=31, personas sin historial de aftas)
y etapa ulcerativa (n=37, personas que al ingreso del estudio presentaron un afta). Estos
ultimos fueron evaluados también cuando la lesion desaparecio, fase llamada “remision”
(n=37). La edad media de los participantes fue de 26 afios para ambos grupos, siendo mujeres
la mayoria (24 y 27 respectivamente). El perfil de nuestra poblacion concuerda con lo
relatado en la literatura internacional, tanto en edad como en la predisposicion de aparicion
de estas lesiones en mujeres (12, 13).

Para ser incluidos, en el momento del examen los pacientes deben haber presentado
Ulceras durante no més de 2 dias. Los criterios de exclusion fueron el uso de medicamentos
para tratar las Ulceras durante los 2 dias anteriores y el uso de corticoides topicos o sistémicos
durante el mes anterior a la entrada en el estudio. Otros criterios de exclusion fueron la
presencia de otros tipos de lesiones de la mucosa oral, enfermedades con dolor agudo o
cronico, tabaquismo, el consumo excesivo de alcohol (mas de tres veces por semana),

sindromes autoinflamatorios, inmunodeficiencias y déficits hematinicos.
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4.3.Biopsia de liquido salival

Se pidié a los sujetos que no comieran ni bebieran durante al menos 30 minutos antes
de la recoleccién. Todos los pacientes se enjuagaron la boca con 10 ml de agua durante 30
segundos. Despueés de 10 minutos, comenzd la recoleccion de saliva no estimulada. Entre las
8:00 AM vy las 11:00 AM, cada participante esperé continuamente en un tubo estéril de
propileno de 50 mL por un periodo de 10 minutos. Inmediatamente después de la recoleccion,
depositamos las muestras en hielo y afiadimos un céctel de inhibidores de la proteasa
(cOmplete Tablets EASYpack, Roche) (16). Luego centrifugamos las muestras a 14.000 g,
4°C durante 20 minutos para eliminar los componentes no disueltos y el detritus celular (17).
Determinamos la concentracion total de proteinas de los sobrenadantes utilizando el ensayo
de proteinas BCA (Thermo Scientific). Después de esto, almacenamos las muestras a -80°C

para su posterior procesamiento.

4.4.1dentificacion y priorizacion de proteinas

Las muestras de saliva se asignaron al azar y se agruparon en 12 conjuntos: controles
sanos (n=3, 11 muestras por conjunto), etapa ulcerativa (n=3, 12 muestras por conjunto) y
etapa de remision (n=3, 12 muestras por conjunto). Cada muestra proporcion6 70 pg de
proteina. Los datos de MS se obtuvieron analizando 500 ng de péptidos, después de la
digestion triptica y el fraccionamiento de los péptidos, utilizando un sistema LC nanoElute
acoplado a un espectrometro de masas timsTOF Pro (Bruker Daltonics). Una descripcion
detallada del instrumento esta disponible en la ref. (18). Los archivos en bruto de MS fueron
procesados con MsFragger a través de Fragpipe. La cuantificacion de proteinas sin etiqueta
se realiz6 con el algoritmo lonQuant como se ha descrito anteriormente (19). Utilizamos
MSstats (20) para calcular las abundancias de proteina basadas en las abundancias de iones
reportadas por MSFragger. (ver diagrama de proceso en figura 1). Seguimos el analisis
general del flujo de trabajo para los experimentos de adquisicion dependiente de datos (DDA
o shotgun) (21). La funcion dataProcess con transformacion de intensidad log2 se utilizé para

calcular las abundancias de proteinas. Consideramos aquellas proteinas salivales sin cambios

11



significativos, con una tasa de cambio o fold change log2 mayor que -0,02 y menor que 0,02

con un valor p >0.95 al comparar entre grupos (prueba t de Student).

Saliva + inhibidores | Centrifugado | Concentracion de proteinas
de proteasas (kit BCA - Thermo Scientific)
Digestion ) .. Agrupacion en conjuntos | Congelamiento (-80°C)
con tripsina salivales (n: 12)
Espectrometria de masas | Analisis bioinforméatico
(LC-MS TimsTOF Pro) (MsFragger - FragPipe — Msstat)

Figura 1. Diagrama de procesamiento de muestras salivales, desde su almacenamiento posterior a la
recoleccion, hasta la obtencidn de datos de los softwares de bioinformatica.

4.5.Proteinas mas estables en la saliva

Las proteinas salivales mas estables sin cambios significativos, se importaron a una
base de datos para mantener exclusivamente las proteinas que se encontraban presentes en
todos los contrastes (controles saludables, etapa ulcerativa y remisién). De las proteinas
obtenidas se mantuvieron s6lo aquellas que no fuesen un biomarcador de cancer, de acuerdo

con The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/).
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5. RESULTADOS

5.1. Identificacion de las proteinas salivales

Para identificar las proteinas salivales en salud, Ulcera activa y remision, preparamos
3 sets de muestras combinadas (pools) cada estado, cada uno de ellos conteniendo un tercio
de los sujetos. Luego de identificar las proteinas mediante un flujo de espectrometria de
masas y bioinformatica, nos concentramos en las mas de mil proteinas en comun coincidentes
entre todos los grupos (Figura 3A). Nuestro interés estuvo en las proteinas cuya abundancia
mostré una menor variabilidad entre los pools, con tasas de cambio muy cercanas a cero y
un valor-p no significativo en los contrastes (area gris de los gréaficos de volcan en la Figura

3B). En el Archivo Suplementario 1 (https://bit.ly/suplementariol), puede consultarse el

listado completo de proteinas identificadas y cuantificadas.

A Controles Etapa B Controles saludables Controles saludables
saludables ulcerativa versus etapa ulcerativa versus etapa de remision
(1.232) (1.238) 21 TR 2. :
22 P P XN 2,
10 ol R T %,
proteinas proteinas 8’0_,,,,,,,,,,,1 . - 2,
Gnicas Gnicas ) S G -
2 0 2 2 0 2
Log, fold change Log, fold change

Etapa ulcerativa versus
remision

@ Alta expresion
@ Baja expresion
O Proteinas de interés

B Zoom

8
proteinas
Unicas

Etapa de
remision
(1.205) Log, fold change

Figura 2. Proteoma salival. (A) El diagrama de Venn muestra que la mayoria de las proteinas salivales identificadas fueron
proteinas en comun. (B) Los graficos de volcan muestran las ventanas consideradas en el analisis, construidas considerando
la significancia estadistica y el fold change. En el centro de cada gréafico realizamos un zoom para mostrar los limites de
nuestras proteinas de interés. Los limites del fold change fueron -0,02 y 0,02. El valor-p establecido fue 0,95.
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5.2. PRDX3 mostro la intensidad mas estable

Las proteinas mas relevantes para nuestro estudio no debian presentar cambios
significativos en términos de abundancia. Mantuvimos 258 proteinas luego de aplicar nuestra
ventana de analisis. Luego verificamos aquellas candidatas que estuvieran presentes no solo
en cada grupo, sino que ademas en cada pool (en el 100% de las muestras). Sélo 5 proteinas
se mantuvieron en la lista, PRDX3, PSME1, S100A1, S100A6 y S100P. La Figura 4 muestra
el fold change al comparar la abundancia de cada proteina entre los grupos. De todas ellas,
PRDX3 fue la proteina cuya intensidad present6 una menor variacion entre las muestras. El

Archivo Suplementario 1 (https://bit.ly/suplementariol) contiene los valores de cada uno de

los contrastes.

PRDX3 PSME1

N
N

Log, fold change
=

Log, fold change
=}

'

-
'

-

e
.

Controles Controles Etapa ulcerativa Controles Controles Etapa ulcerativa
saludables saludables versus remision saludables saludables Versus remision
versus efapa  versus etapa de versusetapa  versus etapa de

ulcerativa remision ulcerativa remision

S100A1 S100A6

Log, fold change
o -

Log, fold change
o -

ey
'

N
'
N

Controles Controles Etapa ulcerativa Controles Controles Elapa ulcerativa
saludables saludables versus remision saludables saludables Vversus remision
versus elapa  versus etapa de versus etapa  versus etapa de

ulcerativa remision ulcerativa remision

S100P

@ Media (3 pools)
- T —iIntervalos de confianza

Log, fold change
o

Controles Controles Etapa ulcerativa

saludables saludables versus remision
Versus etapa  versus etapa de

ulcerativa remision

Figura 3. PRDX3 fue la proteina con la intensidad menos variable. Graficos de comparacion que demuestran
la intensidad de las proteinas en cada uno de los contrastes. Las mas estables son PRDX3 y S10A6. Los puntos
indican la media de la relacion logaritmica y las barras de error tienen intervalos de confianza con un nivel
significativo de 0,95 para cada condicion.
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5.3. PRDX3 no es un biomarcador pronostico de neoplasias malignas

Las proteinas usadas como control enddgeno pueden variar ante multiples estimulos
bioldgicos o condiciones patoldgicas (14), incluyendo el cancer (15). Para elegir un candidato
con una oportunidad de una menor variacion bioldgica consultamos The Human Protein
Atlas (Pathology Atlas). Este analisis permitid establecer que el Unico producto genético no
prondstico correspondioé a PRDX3 (Figura 5).

PSME1
T p<0.001 - p<0.001
Ty,
L) \ - 'lnln
[0 [0 e
2 M o
= . 5
3 - 3
o t++———+— o | [ Baja expresion
o o Alta expresion
Mama Tiroideo
100A

7 p<0.001 T p<0.001
Ee] \-u ° \
(0] § ©
9 \ =l
5 HH— E HH—i 1
@ ©
e} o
e e
o o

Endometrial Renal
S100A6 S100P
B p<0.001 4 p<0
I.‘
o] L‘ © \1
@ @
o =l
5 \ E it i
© L9 ©
Sl w 5
D!: ‘h'“ﬁ!nu — ns:
Urotelial Pancreatico

Figura 4. Todos los candidatos son pronésticos en cancer, salvo PRDX3. Graficos de supervivencia que asocian
la expresion del mMRNA de las moléculas candidatas y la supervivencia de los pacientes a los 5 afios. Los sujetos
fueron divididos en dos grupos, de alta y baja expresion. Se uso el test Log-rank con un valor-p significativo
<0,001. La alta expresion de PMSEL1 es favorable en cancer de mama y tiroides. La alta expresion de S100A1
es desfavorable en cancer de endometrio y renal. Una alta expresion de S100A6 es favorable para el cancer
urotelial. La alta expresion de S100P es desfavorable en el cancer de pancreas.
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6. DISCUSION

En este estudio mostramos con una técnica analitica de alta capacidad que la proteina
PRDX3 presenta poca variabilidad en la saliva de pacientes sanos y enfermos. Ello pone a
esta proteina como un potencial marcador de control de carga en experimentos de western

blot donde la saliva sea la muestra a evaluar.

Las investigaciones que evalian la presencia o intensidad relativa de bandas de
proteinas mediante western blot, lo hacen utilizando estandares internos de proteinas que no
varian frente a condiciones experimentales, fisioldégicas o patoldgicas. Esto es
particularmente dificil para la saliva, que presenta un proteoma altamente variable. La
secrecion de las proteinas salivales estd bajo un control neuroldgico. Sus proteinas son
modificadas por enzimas del hospedero y bacterias orales, en un entorno dinamico de sintesis
y eliminacion por deglucion (16). Conscientes de ese ambiente, en nuestra investigacion
sumamos aln una mayor variabilidad, la de evaluar la saliva sujetos sanos y sujetos con
lesiones recurrentes mediadas por el sistema inmunoldgico, tanto en fases de ulceracion y
remision total. Creemos que esta mayor dificultad técnica nos permite obtener una mayor
confiabilidad en nuestros resultados. Entendemos que una proteina invariable pese a todo, e
identificada por proteémica basada en espectrometria de masas, serd un buen candidato a un

control de referencia interno.

Nosotros identificamos que PRDX3 fue una de las proteinas salivales que presento la
menor variabilidad en todos los contrastes de los sets estudiados. Las muestras fueron
inicialmente analizadas con un espectrometro de masas, de alta resolucién y alta precision
timsTOF de Bruker, en un flujo de trabajo que combind la cromatografia liquida con
espectrometria de masas (LC-MS/MS). Este instrumento es muy atractivo para estudios
protedbmicos con cantidades de proteinas extremadamente bajas, por ejemplo, biopsias
tumorales micro-disecadas, y para aplicaciones clinicas de protedmica de alto rendimiento
(17). Luego usando FragPipe y MSStats obtuvimos el fold-change en los contrastes entre
grupos. El fold-change es un valor que informa cuanto cambia una cantidad desde un estado
a otro. Es usado en protedmica para evaluar la expresion diferencial de proteinas (18) e

identificacion de biomarcadores de enfermedades (19). A partir de esos valores, nos
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concentramos en aquellas proteinas que se mantuvieron practicamente constantes en todos
los pools de muestras: PRDX3, PSME1, S100A1, S100A6 y S100P. De ellas, PRDX3 liderd
la menor variabilidad. Usando instrumentos menos sensibles, la LC-MS/MS se ha usado
recientemente para la resolver el problema de normalizacion de proteinas en western blot. Se
identifico que la abundancia de la proteina celular parkinson disease 7 (PRK7 o DJ-1) fue la
de menor variabilidad en células humanas, de raton y anfibio, lo que fue validado

posteriormente con western blot (8).

El hecho de que aun no validemos nuestra candidata mediante western blot es nuestra
mayor limitacion y punto pendiente. La espectrometria de masas tiene una gran ventaja sobre
los métodos basados en anticuerpos usados convencionalmente, como el western blot, en
términos de una mayor especificidad, linealidad, reproducibilidad y limites tipicos de
cuantificacion muy bajos, en rangos de femtomol (fmol) (20). Pese a ello nosotros queremos

una proteina de referencia para pruebas que usen la saliva como fuente bioldgica.

La peroxiredoxina (PRDX) es una familia ubicua de enzimas peroxidasa que
desempefian un papel dominante en la eliminacion de especies reactivas de oxigeno y la
proteccidn contra el estrés oxidativo intracelular (21). Las isoformas de PRDX se expresan
en gran medida en los tejidos humanos, dentro de las células, influyendo en varios procesos
celulares. PRDX3, que se localiza especificamente en la matriz mitocondrial, juega un papel
esencial en el mantenimiento de la homeostasis mitocondrial (22). PRDX3 fue identificada
recientemente en forma soluble a partir de analisis proteémico de vesiculas extracelulares en
lagrimas de pacientes con sindrome de Sjogren (23). Las vesiculas extracelulares son
estructuras delimitadas por bicapas lipidicas que se liberan naturalmente de una célula (24).
Estan presentes en fluidos bioldgicos y participan en maultiples procesos fisiol6gicos y
patoldgicos. Las vesiculas extracelulares se consideran un mecanismo adicional para la
comunicacion intercelular, permitiendo que las células intercambien proteinas, lipidos y
material genético (25). El hecho de haber identificado a PRDX3, una proteina de
compartimentos intracelulares, en la saliva de los pools estudiados podria explicarse por la

presencia de vesiculas extracelulares que la contienen.
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PRDX-3 no es un marcador de prondstico clinico de cancer. Los objetivos de nuestras
investigaciones apuntan a presentar la saliva como un fluido con utilidad clinica. Pese a que
PRDX-3 se ha demostrado sobreregulado en tejidos y células de cancer de mama (26),
cervical (27), higado (28) y de prdstata (29), The Human Protein Atlas no le otorga un valor
clinico en términos de supervivencia de pacientes con cancer. En contraste el atlas si lo hace
para PSME1, S100A1, S100A6 y S100P. The Human Protein Atlas se cre6 para producir
anticuerpos frente a dianas proteicas humanas correspondientes a todos los genes
codificadores de proteinas y para cartografiar la expresion de éstas en tejidos humanos
normales, cancer y células (30). Es una herramienta para facilitar estudios sobre
biomarcadores clinicos y ella no le otorga un rol prondstico, favorable o desfavorable, a
PRDX3. Este fue otro de los puntos que nos hizo inclinarnos por esta proteina y proponerla

como candidato a referencia en experimentos que involucren western blot.

En esa investigacion nuestros datos soportan de forma acumulativa la existencia de
proteinas cuyos niveles de abundancia se mantienen practicamente constantes, pese al
entorno dindmico oral y la existencia o no de lesiones orales. Desde una perspectiva clinica,
sugerimos una proteina como control interno para experimentos que tengan como centro la
saliva, tanto en salud o enfermedad. Estd pendiente verificar la presencia de esta proteina
mediante el uso de anticuerpos y ampliar las muestras a otros estados patoldgicos y rangos

etarios.
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8. Anexo

8.1.Aprobacion por un comité de ética acreditado

!v'nlvémn (:qumltem

de Antofagasta e TICACION TIERTIFCA]

CEIC REV /2018
N¢ de folio: 156/2018

CERTIFICADO DE EVALUACION ETICA DE PROYECTO
DE INVESTIGACION CIENTIFICA

En Antofagasta, a 019 dias del mes de noviembre de 2018 se ha reunido la Comisién de ética
en Investigacién Cientifica (CEIC-UA) de la Universidad de Antofagasta constituida por los
miembros abajo firmantes, para evaluar el Proyecto de Investigacion:

“Descubrimiento de biomarcadores con utilidad clinica para la estomatitis aftosa recurrente

O P T Foig B

g ypr da en espectrometria de masas.”

usando saliva como biop
Fondecyt de Iniciacién N2 11180170

Cuyo Investigador Principal es:

César Andrés Rivera Martinez

El autor de la investigacion, viene a declarar que el proyecto identificado en este documento,
se realizara mediante evaluacion de saliva de pacientes con y sin estomatitis aftosa y
aplicacion de cuestionario. Para ello cautela principios éticos fundamentales en la
investigacion de cardcter biomédico con personas. Se compromete ademas a respetar la

confidencialidad de datos personales y al uso obligatorio de consentimiento informado.

Lo anterior ha sido corroborado por esta Comisiéon y ha procedido a evaluar el Protocolo
presentado por el Tutor. Dicha evaluacién ha demostrado que el estudio propuesto, cautela
los principios éticos y legales que deben regir las investigaciones de biomedicina con
personas.

Cabe mencionar que esta documentacién otorgada, sera usada como base para eventual

seguimiento e informe final de aspectos éticos en el desarrollo de la investigacion.

El investigador se compromete a informar de cualquier modificacién/con relacién a su
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