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Resumen

Introduccion: Clostridiodes  difficile 'y Paeniclostridinm  sordellii  son
bacterias anaerobias Gram-positivas, formadoras de esporas. C. difficile
es el principal causante de diarrea asociada a antibidticos. P. sordellii
se reporta principalmente en infecciones en mujeres embarazas con
un sindrome de choque téxico y en otras infecciones en animales. Las
toxinas con actividad glicosiltransferasa son los principales factores
de virulencia de ambas bacterias, C. difficile produce las toxinas A y B
(Tcd A y TedB) mientras que P. sordelli produce la toxina letal (TesL) y la
toxina hemorrigica (TcsH). Objetivo: Proporcionar una descripcioén
de los mecanismos de accién sobre las adhesiones celulares de las
toxinas bacterianas con actividad glicosiltransferasa y su asociacién
con cuadros clinicos producidos por C. difficile y P. sordellii. Métodos:
Se hizo una revisiéon con los siguientes parametros: se utilizaron
unicamente articulos experimentales que fueron publicados en el
periodo del 2000 al 2021, obtenidos de las bases de datos Google
Scholar, Science Direct y Pubmed, en los idiomas espafiol e inglés.
Ademis, siguiendo un patrén de bisqueda donde se incluyeron las
palabras clave: Clostridium difficile, Clostridinm sordellii, Clostridiodes,
Paeniclostridinm, union celular (adhesion focal, unién estrecha, union
adherente), toxinas. Resultados: Tcd A, TedB, TesLy TesH pertenecen
a la familia de las toxinas grandes glicosilantes, las cuales tienen
actividad glicosiltransferasa sobre las GTPasas monoméricas. Las
células eucariotas mantienen su estructura y su conformacion gracias
a las adhesiones celulares, que incluyen las adhesiones focales (célula-
matriz extracelular) y las adhesiones fuertes (célula-célula). Parte
del mecanismo de accién de esas toxinas clostridiales es que alteran
proteinas de adhesiones focales como Stc, FAK y paxilina, de uniones
estrechas ZO-1, ocludinas y el complejo E-cadherina-cateninas. Lo
anterior por mecanismos dependientes de la glicosilaciéon de GTPasas
y otros que no lo son. La alteracién de estas adhesiones interfiere
en la correcta funcién de la barrera epitelial. Producto de estas
alteraciones en las uniones celulares eucariotas en las infecciones por
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C. difficile se presenta disrupciéon de la barrera
epitelial intestinal, aumento en la inflamacién y
en la permeabilidad lo que exacerba el cuadro
clinico, desde diarrea leve hasta diarrea con
complicaciones como colitis pseudomembranosa.
En el caso de P. sordellii afecta principalmente el
epitelio pulmonar, al aumentar su permeabilidad
vascular, permite el paso de fluidos al
parénquima pulmonar, conduciendo a anoxia e
inclusive la muerte al alterar las uniones celulares.
Conclusién: La informacién disponible no es
tan amplia por lo que es importante continuar
investigando en el tema. Se desconoce atn si hay
otras proteinas que se vean alteradas, asi como el
mecanismo por el cual se alteran. Es importante
el estudio de las diferentes TcdB debido a la
alta variabilidad de cepas, que repercute en la
expresion de estas, en su especificidad de sustrato
o de receptor, entre otros aspectos importantes
en la patogenia de esta enfermedad. Todo esto
con el fin de comprender mejor la patogénesis
de los cuadros clinicos por bacterias productoras
de toxinas grandes clostridiales con actividad
glicosiltransferasa.

Palabras clave: Clostridiodes difficile; Paeniclostridinm
sordelliz; toxinas; adhesiones celulares; adhesiones
focales; uniones celulares; patogénesis.

ABSTRACT

Introduction: Clostridiodes difficile and Paeniclostri-
dinm sordellii are Gram-positive, anaerobic and spore-
forming bacteria. C. difficile is the leading cause of
antibiotic-associated diarrea and P. sordellii is mainly
reported in infections in pregnant women with toxic
shock syndrome and in other infections in animals.
Glycosyltransferase toxins are the main virulence fac-
tors of both bacteria, C. difficile produces toxins A and
B (TcdA and TecdB) while P. sordelli produces lethal
(TesL) and hemorrhagic (TesH) toxins. Objective: To
provide a description of the mechanisms of action on
cell adhesions of bacterial toxins with glycosyltransfe-
rase activity and their association with infections pro-
duced by C. difficile and P. sordellii. Methods: A review
was carried out which sought to meet the following
parameters: Only experimental articles published bet-
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ween 2000 and 2021 in Spanish or English language.
These articles were obtained from Google Scholar,
Science Direct and Pubmed databases. Furthermo-
re, the following keywords were included: Clostridinm
difficile, Clostridium sordellii, Clostridiodes, Paeniclostridium,
cellular adhesion (focal, tight-adhesion), or toxins.
Results: TcdA, TedB, TesL and TesH belong to the
family of large glycosylating toxins, which have gl-
ycosiltransferase activity over monomeric GTPases.
Eukaryotic cells maintain their structure and confor-
mation thanks to cell adhesions, which include focal
(extracellular cell-matrix) and tight (cell-cell) adhesion.
The mechanism of action of these clostridial toxins
is that they alter focal adhesion proteins such as Src,
FAK, and paxillin, and for tight adhesion such as ZO-
1, occludins, and the E-cadherin-catenin complex.
This is due to mechanisms dependent on the glycos-
ylation of GTPases and others that are not. The alte-
ration of these adhesions interferes with the correct
function of the epithelial barrier. As a result of these
alterations induced by C. diffuile toxins in eukatryotic
cell junctions, a disruption of the intestinal epithelial
barrier, increased inflammation, and permeability ate
observed, which exacerbates the clinical symptoms
with complications such as pseudomembranous coli-
tis. P. sordellzi mainly affects the pulmonary epithelium,
by increasing its vascular permeability allowing the
passage of fluids to the lung parenchyma, leading to
anoxia and even death by altering cellular adhesions.
Conclusion: The information available is not com-
prehensive, a fact that emphasize the importance to
continue researching on the subject. It is still unknown
whether there are other proteins that are altered, as
well as the mechanism by which they are altered. The
study of different TcdBs is important due to the high
variability of strains, which influences their expres-
sion, their specificity as a substrate ot receptor, among
other important aspects in the pathogenesis of this
disease. All this to better understand the pathogenesis
of clinical pictures by bacteria producing large clostri-
dial toxins with glycosyltransferase activity.

Keywords: Clostridiodes  difficile; ~ Paeniclostridium
sordelliz, toxins; cell adhesions; focal adhesions; cell
junctions; pathogenesis.
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INTRODUCCION

Clostridiodes difficile y Paeniclostridinm sordellii son bacte-
rias anaerobias Gram-positivas, formadoras de espo-
ras y productoras de toxinas; estas especies presentan
un 71% de homologia a nivel genémico." C. difficile
es un patégeno de importancia clinica a nivel mun-
dial debido a que es el principal causante de diarrea
intrahospitalaria asociada al uso de antibiticos. C.
difficile coloniza el intestino grueso de algunos ma-
miferos, y secreta exotoxinas, siendo estas el princi-
pal factor de virulencia y las responsables del cuadro
clinico. Usualmente es una bacteria que no produce
enfermedad grave debido a la proteccién ejercida por
la microbiota intestinal, pero cuando se produce una
disbiosis intestinal, como con el uso de ciertos anti-
bidticos, es capaz de colonizar y provocar un espectro
de enfermedades intestinales que se identifican todas
como infecciones por C. djfficile 1CD), y presenta un
espectro clinico que puede variar desde una diarrea
moderada hasta una colitis pseudomembranosa seve-
ra.” En términos generales, la ICD se catactetiza por
una inflamacién del colon y un dafio del tejido epi-
telial. El efecto neto es una disrupcién del epitelio y
una rapida pérdida de fluidos del lumen intestinal, lo
cual se manifiesta como diatrea.? Se estima que es la
enfermedad intestinal intrahospitalaria mas frecuente.

Por otro lado, P. sordellii es comunmente encon-
trada en el suelo o en el intestino de animales (en 1%
de los humanos). Muchas de las cepas no son pato-
génicas; sin embargo, esta especie tiene importancia
clinica veterinaria. Adicionalmente, se han reportado
infecciones en humanos, principalmente en mujeres
que suften abortos espontineos.’ Se han desctito ca-
sos de infeccién en usuarios de drogas intravenosas,*
en casos postquirdrgicos no ginecolégicos y de lesio-
nes traumaticas, penetrantes o aplastantes en tejidos
blandos en poblacién general.®

Los principales factores virulencia de C. difficile y P.
sordellii son las toxinas: las toxinas A y B de C. difficile
(TcdA y TedB) y las toxina letal (TesL) y hemorragica
(TcsH) de P. sordellii. Estas se clasifican dentro de la
familia de las toxinas grandes clostridiales (TGC).® Las
TGC son glicosiltransferasas con sustratos de accién
especificos que monoglicosilan las GTPasas mono-
méricas en un residuo de treonina y este residuo perci-
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be la integridad del nucleétido GTP, el cual esta unido
a la GTPasa cuando esta activa y se hidroliza a GDP
lo que da la forma inactiva de la enzima. La glicosila-
cién interviene en las funciones e interacciones que
normalmente llevan a cabo estas enzimas.” Este efec-
to de las toxinas induce la desorganizaciéon del citoes-
queleto de actina, alteracién de las uniones celulares,
aumento de la permeabilidad de la barrera celular y
una alteracién de los epitelios debido a alteraciones en
adhesiones entre células que eventualmente podria te-
ner algunos efectos patolégicos durante infecciones.®

METODOS

Para abordar estos temas se realizé una revision bi-
bliografica con los siguientes criterios de inclusion:
articulos experimentales que fueron publicados en el
petiodo del 2000 al 2021, obtenidos de las bases de
datos Google Scholat, Science Direct y Pubmed, en
los idiomas espafiol e inglés. Ademas, siguiendo una
busqueda con las palabras clave: Clostridinm difficile,
Clostridinm sordellii, Clostridiodes, Paeniclostridium, unién
celular (adhesién focal, unién estrecha, unién adhe-
rente) y toxinas.

PROTEINAS DE LAS ADHESIONES CELULARES ALTERADAS POR
TOXINAS CLOSTRIDIALES

Las TGC al alterar las GTPasas monoméricas afec-
tan las diferentes estructuras y vias de sefializacién de
células eucariotas. Uno de los blancos que afecta la
accion de estas toxinas son las adhesiones celulares,
como: las adhesiones estrechas (uniones adherentes y
uniones fuertes) y las adhesiones focales (AF).*"" Por
lo tanto, las AF se ven afectadas principalmente por
las modificaciones de las proteinas Src, FAK y paxi-
lina, las cuales son proteinas fundamentales para la
formacion del contacto focal de la célula (Fig. 1A) [6].

Por otro lado, las uniones estrechas (UE) y las
uniones adherentes (UA) juegan un papel importante
en la regulacién de la funcién de diferentes epitelios,
entre ellos la barrera intestinal. Adicionalmente, en las
UE se ha determinado la afectacién de las ocludinas,
claudinas y ZO-1. Algunas de las proteinas de las UA
que se han visto afectadas son las E-cadherinas y las
cateninas (Fig, 1B).%!"
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Figura 1. Principales proteinas de las adhesiones celulares alteradas o modificas por toxinas de C. difficile o P. sordellii. A) Adhesiones focales

y B) Uniones adherentes.

ToxiNAs DE C. DIFFICILE Y LAS ADHESIONES CELULARES

Las proteinas pequefias de uniéon a GTP de la saper-
familia Ras son los principales blancos de las toxinas
TcdA y TedB. De estas los representantes claves para
las toxinas son: RhoA, B y C; Racl y 2; y Cdc42. Las
proteinas Rho son interruptores moleculares que pat-
ticipan en muchas formas diferentes de sefalizacién
en las células eucariotas, como: regulacién del citoes-
queleto, de la migracion, de la fagocitosis y del tra-
fico intracelular. La formacién de fibras de tensién
por RhoA, la formacién de lamelipodios por Rac y la
formacién de filopodios por Cdc42 son efectos pro-
totipicos sobre el citoesqueleto de actina. Ademids, las
proteinas Rho controlan la transcripcion, la progre-
sién del ciclo celular y la apoptosis.'

Las proteinas Rho son reguladas por un ciclo de
GTPasa. Estas son inactivas cuando se unen a GDP
y se activan cuando se unen a GTP. Muchas proteinas
de intercambio de nucleétidos de guanina (GEF) par-
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ticipan en el intercambio GDP/GTP y activan a Rho.
Las proteinas Rho interactian con multiples efectores
en su forma activa. Varias proteinas activadoras de
GTPasas (GAPs) estimulan la hidrélisis de GTP para
terminar el estado activo unido a GTP.!?

Con respecto al efecto especifico de TedB sobre
las adhesiones celulares, esta toxina inhibe la activa-
cién de FAK y paxilina por sefializaciéon del receptor
muscarinico de aceltilcolina (mAChr), la estimulacién
de estos receptores participa en cascadas de sefializa-
cién que permiten la activacion de GTPasas monomé-
ricas mencionadas anteriormente (Rho, Rac y Cdc42),
que a su vez provocan cambios en la estructura de
actina y fosforilacion de FAK.?

Ademis, se ha evidenciado que por medio de la
inhibicién de las proteinas Rho y Cdc42 con la TedB,
la fosforilacién en residuos de tirosina de FAK y paxi-
lina disminuye." Sin embatgo, se encuentra que la des-
fosforilacién de paxilina se da principalmente por la
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inactivacién de Racl, debido a que la TcdB bloquea
la actividad de FAK la cual fosforila paxilina [9]. En-
tonces, TcdB tiene el potencial de afectar las uniones
celulares debido al papel protagénico que tienen las
proteinas FAK y paxilina en estas.

Al analizar ensayos que se han realizado con lineas
celulares, se ha observado que las uniones estrechas y
las uniones adherentes se localizan en la periferia de
las células; y ante la exposicion de células T84 a TcdB,
se observa por medio de microscopia confocal, que
las proteinas ZO-1, ZO-2 y ocludina de las uniones
estrechas se desplazan de la membrana lateral, pero
no se identifican cambios en la distribucién de la E-
cadherina. Efectos analogos se observan con la TedA.
La redistribucién de las uniones estrechas ocurre pa-
ralelo a la desorganizacion de actina.'*

La alteracion identificada en las uniones estrechas
es meramente estructural, esto se evidencia mediante
un analisis donde se refleja que la concentracién de
proteinas de las uniones estrechas, ante la exposicion a
TcdB, no difiere de la concentracion de las células sin
intoxicacién, por lo que se sugiere que estas proteinas
no son degradadas por la toxina.'* Adicionalmente,
Z0-1 es una proteina asociada a las uniones estrechas,
y en condiciones normales se encuentran en la perife-
ria de las células; sin embargo, cuando esta se expone
a TcdB, las proteinas ZO-1 pierden la asociacién en
las uniones estrechas y se distribuyen en grupos, por
lo que se ha planteado que la TcdB disminuye la inte-
raccién de ZO-1 con actina.'>!¢

Otro de los aspectos estudiados con relacién a las
proteinas de uniones celulares ha sido la influencia de
TcdB en la interaccién ocludina-caveolina y su aso-
ciaciéon con las uniones estrechas mediante el uso de
marcaje con oro y microscopia electrénica. Se ha re-
portado que el desensamblaje provocado por la TedB
se relaciona con la internalizacién de la ocludina desde
la membrana lateral, ademads esta proteina se ha visto
asociada a estructuras membranosas que contienen
caveolina-1, como lo son las balsas lipidicas."”

Con respecto al efecto especifico de TcdA, se ha
encontrado que principalmente afecta a FAK y a paxi-
lina y que la intoxicacién de células con TedA induce
una interrupcién de los complejos de adhesion focal.
Ademas, Stc es otra de las proteinas alteradas por
TcdA, 1a cual tiene actividad kinasa en los colonocitos
y esta actividad es inhibida, por lo que el resultado
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en la célula es la pérdida de adhesiones focales.'” La
formacién de contacto focal mediada por integrinas
requiere de la activacién de quinasas de tirosina Stc y
FAK. FAK esta involucrada en la sefializacion de las
integrinas, las cuales median la formacién de contacto
focal pero requieren de la activacién de las tirosin ki-
nasas Src y FAK.'

Adicionalmente, las proteinas FAK y paxilina son
inhibidas por TcdA, lo que también induce una in-
terrupcion o pérdida de adhesiones focales. Por otro
lado, se ha reportado que la desfosforilaciéon de FAK
y paxilina es independiente de la glicosilaciéon de las
GTPasas monoméricas por la TcdA que lleva a la dis-
rupcidn de los filamentos de actina."” Ademas, en en-
sayos con cultivos celulares se ha descrito que durante
la inhibicién de la endocitosis por TcdA no se obser-
va desfosforilacion de paxilina, lo que sugiere que la
defosforilacién de FAK y paxilina es dependiente de
la internalizacion de la TcdA en la célula [17]. Como
se menciond anteriormente, TcdA inhibe la accién de
la proteina Stc, lo cual a su vez resulta en desfosforila-
ci6n de FAK y paxilina. La actividad de Src esta regu-
lada por fosforilacién de tirosina en dos sitios Tyr-416
y Tyr-527. La fosforilacion de Tyr-416 inicia el cambio
conformacional de Stc, lo que disminuye la barrera
estérica para los sustratos; dicha inhibicién ocurre
por bloqueo del sitio catalitico en células expuestas a
TcdA, lo que bloquea la actividad de Tyt- 416."

TOXINA LETAL DE P. SORDELLII

TesL, al igual que TedA y TedB de C. difficile, altera
la paxilina, efecto que es paralelo a la glicosilacién de
las GTPasas monoméricas. Asimismo, tiene efecto in-
hibitotio sobte las proteinas Scr y FAK ', asociado
principalmente a la inhibicién de la glicosilacién de
Racl por la TesL, lo que altera la actividad de la pro-
teina FAK."

Ademas, las toxinas TcsL82 y TesLL9048 estan im-
plicadas en la alteraciéon de protefnas de las uniones
adherentes. Estas toxinas inducen modificaciones en
la distribucién de la E-cadherina, la B-catenina y de
la a-catenina de la periferia al citosol. En cuanto a las
uniones estrechas se ha encontrado que el efecto que
tienen las TcsL sobre las proteinas no es significati-
VO.ZO

Por otro lado, en células sin tratamiento con toxi-
nas, las proteinas E-cadherina, 3-catenina y a-catenina
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se localizan en la periferia celular, pero cuando estas
son expuestas a las TcsL sufren una reduccién de ma-
nera discontinua y difusa, lo que sugiere que estas son
redistribuidas de las uniones celulares al citoplasma de
la célula.?’

ALTERACIONES DE ADHESIONES CELULARES Y SU RELACION CON
LA FISIOPATOLOGIA DE LAS INFECCIONES

Se ha determinado que las toxinas de C. dijfficile pueden
inducir un severo dafio del intestino respresentado
por criptas erosionadas y a menudo ausentes, ulcera-
cién de la mucosa y pérdida de células caliciformes.
Ademas, se observa invasion de la lamina propia por
células polimorfonucleares (PMN), hiperplasia de en-
terocitos y severo edema en la submucosa asociado
con hemorragia.”

En este contexto, TcdA provoca el desprendi-
miento de las células de los tejidos de la mucosa intes-
tinal porque interrumpe la distribuciéon de la adhesion
focal conformada por vinculina y talina. Este despren-
dimiento celular y la pérdida de uniones estrechas que
asiste a una disrupcién severa de la barrera intestinal
inducen un aumento en la permeabilidad intestinal y
la inflamacién caracteristica de la colitis producida por
C. difficile.”

Ademis, TedA y TedB inducen parte de los sinto-
mas observados en esta infeccién y estan vinculadas, a
nivel celular, con la desfosforilacién de FAK y paxilina
en los colonocitos. Como se describi6 anteriormente,
este efecto es dependiente de la internalizacién de la
toxina, pero es independiente de la glicosilacién de
Rho, por lo que esto muestra que existe un mecanis-
mo distinto al asociado a la glicosilacién de las GTPa-
sas monoméricas por el cual se genera disrupcion de
la permeabilidad celular, en particular de las uniones
estrechas, lo que puede llevar a una mayor patogeni-
cidad en los pacientes con infeccion por C. difficile.”

La disrupcion del epitelio intestinal esta relaciona-
da con la afectacién sobre las proteinas de las adhesio-
nes celulares producidas por las toxinas de C. difficile,
por lo que este es uno de los mecanismos que pueden
producir un cuadro clinico severo por este patégeno.

En cuanto a P. sordellii, 1a TcsL afecta las uniones
adherentes por medio de remocién de los complejos
E-cadherina-catenina de la membrana al citoplasma.'’
La inactivacién de GTPasas monoméricas especial-
mente de la proteina Rac lleva a la desorganizacion
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de la actina, junto con la modificacién descrita de
las uniones adherentes, inducen un incremento de la
permeabilidad, observado en la vasculatura pulmonar
donde se encuentra una aumentada la efusion de flui-
do en el pulmén y en la pleura, lo que permite modi-
ficaciones de parimetros hematoldgicos, entre otros.?
La extravasacién de fluidos desde la sangre hacia la
cavidad pleural, producida por la disrupcién de los
epitelios como efecto de la toxina, lleva a anoxia, y
posteriormente a fallo respiratorio; interesantemente
todo esto se da en ausencia de inflamacion como efec-
to de las toxinas.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Las TGCs son el principal factor de virulencia de estas
bacterias, las cuales son las responsables del desarrollo
del cuadro clinico y de la severidad de este, por lo que
es de suma importancia comprender los mecanismos
fisiopatolégicos producidos por estas bacterias en el
organismo.

Adicionalmente, en esta revisiéon se resumen las
principales proteinas de las adhesiones celulares para
las cuales se ha reportado evidencia de que son altera-
das o modificadas por accién de las TGCs de C. diffucile
y P. sordelliz, por lo tanto, siendo parte fundamental de
los mecanismos fisiopatologicos de las enfermedades
que producen. Estas incluyen proteinas de las adhesio-
nes focales Stc, FAK y paxilina, de las uniones estrechas
como ZO-1 y ocludinas y el complejo E-cadherina- ca-
teninas que forma parte de las uniones adherentes.

Con respecto a la influencia que tienen estas altera-
ciones sobre la patologia que se desarrolla, se encuen-
tra que el dafio producido a estas adhesiones celulares
se refleja como una pérdida en la permeabilidad de
las barreras epiteliales y mucosas, lo que desencadena
afectaciones importantes en el paciente, que pueden
llevar a enfermedad severa e incluso a la muerte.

Sin embargo, se desconoce con exactitud y detalle
todo el mecanismo por el cual otras proteinas de las
uniones celulares se ven alteradas, si estan o no asocia-
das y de ser el caso, de qué manera estan asociadas con
las GTPasas monoméricas, por lo que queda mucho
por explorar en este campo y por entender al respecto
de los efectos que estas toxinas tienen sobre las unio-
nes celulares.
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Adicionalmente, entre los articulos investigados
existen pocos que evaluan la alteracién de los diferen-
tes subtipos de TcdB de C. difficile que podtian aportar
a comprender el mecanismo completo de la alteracién
de las adhesiones celulares. En los unicos datos en-
contrados donde se analiza un subtipo de TcdB se rea-
liz6 una comparacién entre la TedB de la cepa de refe-
rencia VPI10463 con la TcdB de una cepa del serotipo
F 1470 (TcdBE, una toxina vatiante), y se teportd que
TedBF no induce la despolimerizacién de la F-actina
por glicosilacién de Racl, pero al evaluar la integridad
de las FA, no se observan los cambios que generan
las toxinas. TcdBF al igual que TcdBVPI inducen la
desfosforilacién de paxilina.'” Lo antetior indica la
importancia de que futuras investigaciones permitan
comprender mejor el papel de distintos subtipos de
TcdB de C. difficite.

En resumen, se considera importante evaluar la
alteracion de otras proteinas que forman parte de las
adhesiones celulares que no han sido mencionadas y
que no se describen en la literatura analizada para esta
revisién; como, por ejemplo: proteinas de las adhe-
siones focales (integrinas, talina, vinculina, a-actinina,
tensina, plectina y zyxina). En cuanto a las uniones
fuertes, se deberfan estudiar con mayor profundidad
también proteinas de las uniones estrechas como la
cingulina. Ademas, de las uniones adherentes hay mu-
chas otras cadherinas diferentes de la clasica, asi como
la y- catenina o plakoglobulina, la plakofilina y la des-
moplakina. Todo lo anterior podria significar una
fuente de informacién que a futuro permita desctibir
los ejes que llevan al desensamblaje de las adhesiones
celulares y sus consecuencias que se traducen en el
mecanismo de patogenia de la enfermedad causada
por estas bacterias.

Declaracion de conflicto de intereses: el autor
declara no tener ningun conflicto de interés.
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