
Rev Argent  Microbiol.  2014;46(1):24-29

0325-7541/  © 2013 Asociación Argentina de Microbiología. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos los derechos reservados.

www.elsevier.es/ ram

 

R E V I S TA  A R G E N T I N A  D E

MICROB IOLOGÍA

ARTÍCULO ORIGINAL

Estudio retrospectivo de la aplicación de la amplif cación génica 
cualitativa en muestras biológicas para el seguimiento de la 
toxoplasmosis en pacientes pediátricos receptores de trasplante 
de células progenitoras hematopoyéticas

Mónica G. Nigroa, Carlos Figueroab y Bibiana A. Ledesmaa,*

a Departamento de Parasitología, Laboratorio de Toxoplasmosis, Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas 
“Dr. Carlos G. Malbrán”, Ciudad Autónoma de Buenos Aires, Argentina
b Servicio de Trasplante de Médula Ósea, Hospital de Pediatría S.A.M.I.C. “Profesor Dr. Juan P. Garrahan”, Ciudad 
Autónoma de Buenos Aires, Argentina

Recibido el 11 de noviembre de 2013; aceptado el 16 de enero de 2014.

* Autor para correspondencia.
Correo electrónico: bibilede@anlis.gov.ar (B.A. Ledesma).

PALABRAS CLAVE
Toxoplasma gondii;  
PCR;
Trasplantes de 
células progenitoras 
hematopoyét icas

Resumen
La toxoplasmosis es una infección oportunista causada por el parásito Toxoplasma gondii;  
su infección es grave y de dif ícil diagnóst ico en pacientes que reciben un t rasplante 
alogénico de células progenitoras hematopoyét icas (TCPH). En el Hospital de Pediat ría 
S.A.M.I.C. “ Profesor Dr. Juan P. Garrahan”  se realizó la vigilancia post rasplante de 
12 pacientes receptores de TCPH mediante la técnica de PCR cualitat iva. La necesidad 
de seguimiento de estos pacientes fue defi nida por el antecedente de serología posit iva 
para toxoplasmosis en el donante o receptor y ante la imposibilidad de iniciar el uso 
profi láct ico de t rimetoprima-sulfametoxazol a causa de la condición hematológica. Dos 
pacientes presentaron signos de enfermedad por T. gondii con resultado de PCR posit ivo 
y recibieron t ratamiento con pirimetamina-clindamicina. En ot ros dos, la toxoplasmosis 
fue causa de muerte y hallazgo de autopsia, con resultado de PCR negat ivo. Cuat ro pa-
cientes recibieron t ratamiento cont ra toxoplasmosis por la detección de una PCR posit i-
va, sin manifestaciones clínicas. En los cuat ro pacientes restantes no se detectaron sig-
nos de enfermedad por toxoplasmosis, con resultados de PCR negat ivos durante el 
seguimiento. La técnica de PCR cualitat iva demost ró ser út il para detectar la react iva-
ción de la toxoplasmosis en receptores de TCPH, pero t iene limitaciones para el segui-
miento y la toma de decisiones clínicas en pacientes con PCR posit iva que persiste en el 
t iempo y manifestaciones de toxicidad por el t ratamiento.
© 2013 Asociación Argent ina de Microbiología. Publicado por Elsevier España, S.L. Todos 
los derechos reservados.
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Introducción

Toxoplasma gondii  es un parásito protozoario int racelular 
obligado que infecta una amplia variedad de aves y mamí-
feros, incluyendo seres humanos. La t ransmisión al huésped 
humano puede ocurrir por vía t ransplacentaria, por la in-
gest ión de carne cruda o poco cocida, que contenga quistes 
t isulares, o por la exposición a los ooquistes en los suelos 
contaminados con heces de gato, el cual es huésped defi ni-
t ivo del parásito6.

La infección adquirida rara vez es sintomát ica en indivi-
duos sanos y su detección generalmente se realiza median-
te técnicas serológicas. La probabilidad de haber sido infec-
tado aumenta con la edad y varía ent re las zonas geográfi cas, 
desde un 5 % hasta el 90 % de los adultos sanos2.

La infección clínicamente sintomát ica puede presentarse 
de diferentes maneras. La más común es la forma linfát ica 
leve, semej ante a la mononucleosis infecciosa. También 
puede presentarse como toxoplasmosis crónica, en forma 
de coriorret init is; como una infección diseminada, que pue-
de ser fulminante; o bien como una react ivación localizada 
que ocurre frecuentemente en cerebro y causa encefalit is. 
Las dos últ imas formas por lo general se observan en los 
individuos altamente inmunocompromet idos, en los que la 
mayoría de estas infecciones suele ser el resultado de la 
react ivación de parásitos t isulares latentes en individuos 
seroposit ivos13.

Toxoplasma se ha descrito como un importante patógeno 
infeccioso oportunista que afecta a los receptores de t ras-
plante de órganos sólidos, t rasplante alogénico de células 
madre hematopoyét icas y a pacientes infectados con el vi-
rus de la inmunodefi ciencia humana (HIV)1,5.

En el t rasplante alogénico de células madre hematopoyé-
t icas (HSCT), la toxoplasmosis sigue siendo una causa de 

infección grave que se asocia con una alta tasa de mortali-
dad13.  Diversos estudios han est imado el riesgo de toxoplas-
mosis en valores de 0,3 % a 5,0 % después de HSCT alogéni-
cos, en función de la prevalencia de T. gondii  en la 
población7,12,17.  Estudios mult icént ricos ret rospect ivos re-
cientes y de un solo cent ro12 han sugerido que la enferme-
dad invasiva puede ser más común de lo que se conocía 
anteriormente, con una incidencia ent re receptores de 
t rasplante alogénico T. gondii seroposit ivos de hasta un 4 %, 
y una tasa de mortalidad est imada de 60-90 %7,12.

Las presentaciones clínicas son inespecífi cas y las mani-
festaciones pleomórfi cas de la toxoplasmosis hacen difi cul-
toso obtener un diagnóst ico defi nido antes de la muerte9.  
Los diferentes t rabaj os refl ej an la necesidad de contar con 
pruebas diagnóst icas rápidas, más sensibles y efi caces, para 
mej orar los resultados obtenidos en las infecciones oportu-
nistas17.

La asociación de t rimetoprima-sulfametoxazol (TMS), 
ut il izada habitualmente en el HSCT para la prevención de la 
infección por Pneumocystis jirovecii,  previene también par-
cialmente la react ivación de T. gondii y es mej or tolerada 
que drogas más efi caces, pero con mayor mielotoxicidad4,15.  
Sin embargo, es frecuente que en algunos pacientes, por 
intolerancia o mielotoxicidad, el TMS sea reemplazado por 
la pentamidina, droga que carece de efecto sobre T. gondii.  
Por este mot ivo, actualmente se recomienda que aquellos 
pacientes seroposit ivos que no reciben profi laxis con TMS o 
que t ienen alto riesgo de react ivación de T. gondii,  que son 
receptores de sangre de cordón umbilical (SCU) o que se 
encuent ran en t ratamiento de enfermedad de inj erto con-
t ra huésped (EICH), realicen en forma periódica pruebas de 
PCR cuant itat iva para T. gondii en sangre, de forma de po-
der detectar precozmente la react ivación del parásito e 
iniciar una terapia temprana que evite la progresión de la 

Retrospective study of the implementation of the qualitative PCR technique in 
biological samples for monitoring toxoplasmosis in pediatric patients receiving 
hematopoietic stem cell transplantion

Abstract
Toxoplasmosis is an opportunist ic infect ion caused by the parasite Toxoplasma gondii .  
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the pat ients’  monitoring, two of them with posit ive PCR results showed signs of il lness by 
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enfermedad8.  Al no contar en nuest ro medio con una técni-
ca cuant itat iva para este fi n, se decidió ut il izar como alter-
nat iva una técnica de amplifi cación génica (PCR) cualitat i-
va. Esta técnica se ut il izó también para ot ras muest ras 
biológicas en los casos de sospecha de enfermedad. El obj e-
t ivo del estudio fue describir las ventaj as y limitaciones de 
la técnica de PCR. 

Materiales y métodos

Población en estudio

En el Hospital de Pediat ría S.A.M.I.C. “ Profesor Dr. Juan P. 
Garrahan”  se realizan un promedio anual de 40 TCPH, en 
niños y adolescentes provenientes de dist intos lugares de 
Argent ina. De ellos, ent re un 20 y 25 % t ienen resultados 
de serología posit ivos para toxoplasmosis antes del t ras-
plante. Ent re j unio de 2011 y mayo de 2013 se remit ieron al 
Departamento de Parasitología del Inst ituto Nacional de En-
fermedades Infecciosas “ Dr. Carlos G. Malbrán”  muest ras de 
12 pacientes seroposit ivos, los que se consideraron en si-
tuación de alto riesgo a causa de alguna de las siguientes 
condiciones: probabilidad de react ivación de T gondii (por 
intensifi cación del t ratamiento inmunosupresor para t rata-
miento de EICH); por presentar manifestaciones clínicas 
sospechosas de toxoplasmosis; por imposibilidad de recibir 
profi laxis con TMS. 

Todos los pacientes evaluados recibieron antes del t ras-
plante regímenes de acondicionamiento mieloablat ivos. Las 
profi laxis ant imicrobianas incluyeron aciclovir los primeros 
30 días post rasplante, ciprofl oxacina y fl uconazol hasta la 
recuperación de la neut ropenia, y TMS antes del t rasplante 
y desde el día 21 hasta los 6 meses posteriores. En caso de 
intolerancia a la TMS o mielotoxicidad, esta fue reemplaza-
da por pentamidina inhalatoria. Los pacientes afectados 
por EICH crónica recibieron amoxicilina profi láct ica y TMS o 
pentamidina hasta 6 meses después de suspendida la inmu-
nosupresión. 

Dent ro del período de 100 días post rasplante se recibie-
ron muest ras biológicas de cada paciente, que fueron codi-
fi cadas para preservar la ident idad de los pacientes y garan-
t izar su t razabilidad en todo momento desde su ingreso 
hasta su procesamiento. 

Las muest ras de sangre se enviaron semanalmente duran-
te el t iempo en que se consideró al paciente en riesgo de 
react ivación de toxoplasmosis (por ej emplo, mient ras su si-
tuación hematológica cont raindicaba la administ ración de 
TMS). La mediana del número de muest ras enviadas por pa-
ciente fue 12 (rango: 3-39). Se enviaron también muest ras 
de lavado broncoalveolar (BAL) de 3 pacientes, a los que se 
les efectuó una endoscopía respiratoria por presentar en-
fermedad pulmonar. 

Técnica serológica

Las muest ras de suero del receptor y del donante fueron 
procesadas en el Hospital de Pediat ría S.A.M.I.C. “ Profesor 
Dr.  Juan P. Garrahan”  mediante la técnica de MEIA (Ab-
bot t ) y ELFA (bioMèrieux),  según las recomendaciones de 
los fabricantes (datos no publicados).  Estos son sistemas 

automat izados para la realización de inmunoensayos en el 
laboratorio, que permiten la cuant ifi cación de las IgG ant i-
Toxoplasma en suero o plasma humano. La técnica de ELFA 
asocia el método inmumoenzimát ico sándwich en dos etapas 
a una detección fi nal por fl uorescencia. La técnica de MEIA se 
basa en el enzimoinmunoanálisis de micropart ículas.

Purif cación de taquizoítos

Los taquizoítos fueron recolectados del exudado peritoneal 
de ratones de la cepa CF1, previamente infectados con 
T. gondii cepa RH, para su posterior purifi cación. Los taqui-
zoítos fueron contados directamente en una cámara de 
Neubauer. El cálculo se realizó de la siguiente manera:

N.º de taquizoítos = Número de taquizoítos contados × 
104 × dilución/ ml

De los taquizoítos se ext raj o ADN genómico para poder 
contar con cont roles posit ivos para las PCR cualitat ivas.

Extracción de ADN de T. gondii y de muestras 
de sangre

El ADN de las muest ras de sangre entera fue obtenido ut il i-
zando el kit  FlexiGene DNA (Qiagen). Para las muest ras de 
BAL y para contar con el ADN de los taquizoítos totales se 
ut il izó el kit  DNeasy Blood & Tissue (Qiagen).

Técnica de PCR cualitativa

La detección de ADN de T. gondii en las muest ras biológicas 
se basó en la amplifi cación del gen B1, que está repet ido 
35 veces en el genoma del parásito, lo cual confi ere mayor 
sensibilidad a la técnica. Las secuencias de los oligonucleó-
t idos fueron B1 N1: 5’  GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG 3’ ; 
B1 C1: 5’  TCT TTA AAG CGT TCG TGG TC 3’ , en una concen-
t ración fi nal de 1 μmol/ 50 Ul. La mezcla de reacción se 
realizó en un volumen fi nal de 50 μl con 2,5 U de Taq ADN 
polimerasa (Invit rogen), con 1X del buffer, 2 mM de MgCl2,  
0,1 mM de cada dNTP y 0,1 μl de cada oligonucleot ido. Las 
muest ras fueron amplifi cadas por 40 ciclos de 60 s a 94 ºC; 
45 s a 56 ºC y 45 s a 72 ºC, con un paso inicial de 4 min a 
94 ºC y un paso fi nal de 10 min a 72 ºC. 

Los productos de amplifi cación fueron visualizados en un 
gel de agarosa al 2 % con bromuro de et idio. El tamaño del 
fragmento amplifi cado para el gen B1 fue de 190 pb. 

Ensayo de inhibición

Se amplifi có el gen de la β-act ina en todas las muest ras de 
ADN de sangre y BAL con el fi n de validar la precisión del 
test ,  lo que permit iría dist inguir resultados negat ivos ver-
daderos de falsos resultados negat ivos causados por un 
mal funcionamiento de la PCR debido a inhibidores o dete-
rioro de los react ivos. La secuencia de los oligonucleót idos 
ut il izados fueron β-act ina F: 5’  CGG AAC CGC TCA TTG CC 
3’ ;  β-act ina R: 5’  ACC CAC ACT GTG CCC ATC 3’ ,  en una 
concent ración fi nal de 1 μmol en un volumen fi nal de 
50 μl ,  con 2,5 U de Taq ADN polimerasa (Invit rogen) 1X del 
buf fer;  2,5 mM de MgCl2; 0,1 mM de cada dNTP y 0,1 μl  de 
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cada oligonucleot ido. Las muest ras fueron amplifi cadas 
por 35 ciclos de 60 s a 94 ºC; 45 s a 54 ºC y 90 s a 72 ºC, 
con un paso inicial de 4 min a 94 ºC y uno fi nal de 10 min 
a 72 ºC. 

Los productos de amplifi cación fueron visualizados en 
un gel de agarosa al 2 % con bromuro de et idio.  El tamaño 
del f ragmento amplifi cado para el gen de la β-act ina fue 
de 289 pb.

Resultados

En la tabla 1 se resumen las característ icas y evolución de 
los pacientes evaluados. Los pacientes 1,  2,  5 y 8 presen-
taron enfermedad por T. gondii ,  y en los dos últ imos fue 
causa de muerte y hallazgo de autopsia.  En el caso del 
paciente n.º 5,  se t rataba de un adolescente que recibió 
un segundo t rasplante luego de sufrir la pérdida del inj er-
to del primer TCPH. Tuvo estudios de PCR en sangre nega-
t ivos hasta 15 días antes de su muerte,  la que se produj o 
en terapia intensiva, en donde ingresó por EICH aguda re-
f ractaria a cort icoides y neumonía por Cytomegalovirus 
(CMV). Se produce el deceso de este paciente por fal la 
hemodinámica refractaria a inot rópicos, y su autopsia 
most ró toxoplasmosis diseminada con un severo compro-
miso miocárdico. El paciente n.º 8 presentó una insufi cien-
cia mult iorgánica asociada a un cuadro sépt ico,  sin docu-
mentación de germen en el contexto de una EICH aguda 
refractaria.  Cinco días antes de su muerte se realizó el 
últ imo estudio de PCR en sangre, cuyo resultado fue nega-
t ivo.  El estudio de la misma muest ra por una técnica cuan-
t it at iva aún en fase de desarrollo most ró la presencia de 4 
taquizoítos (datos no most rados).

Los pacientes 1 y 2 presentaron enfermedad respirato-
ria aguda, con resultados posit ivos para T. gondii  en los 
estudios de PCR en sangre y BAL. Estos pacientes mej ora-
ron luego de recibir t ratamiento con pirimetamina-clinda-
micina. En el primer caso se aisló también Fusarium en los 
hemocult ivos,  lo que también pudo haber sido causa de las 
imágenes nodulares observadas. Estos dos pacientes pre-
sentaron luego, mient ras cont inuaban con el t ratamiento 
inmunosupresor de su EICH, resultados posit ivos de PCR en 
sangre, por lo cual repit ieron nuevos ciclos de t ratamien-
tos de cuat ro semanas con pirimetamina-clindamicina o 
pirimetamina-sulfadiazina. En algunos episodios la PCR 
persist ió posit iva,  a pesar de lo cual se suspendió el t rata-
miento por mielotoxicidad sin observarse manifestaciones 
de enfermedad.

En los pacientes 3, 4, 6 y 10 se detectó durante su segui-
miento PCR posit iva en sangre, y esta resultó negat iva lue-
go de haber recibido t ratamiento, mient ras que en los pa-
cientes número 7, 9, 11 y 12 los estudios de PCR realizados 
fueron siempre negat ivos.

Discusión

La serie de pacientes estudiada reafi rma la importancia de 
T. gondii como causa de enfermedad severa en los recep-
tores de TCPH seroposit ivos.  La inclusión de algunos pa-
cientes con característ icas especiales,  como el haber reci-

bido un segundo TCPH, o presentar EICH refractaria o 
coinfecciones severas, sumado a la falta de profi laxis con 
TMS, pudo haber incidido en la f recuencia de 33 % de en-
fermedad, regist rada en el grupo estudiado. Ot ro aspecto 
que cabe destacar es la importancia de realizar autopsia 
en los pacientes fallecidos luego de un TCPH, a fi n de co-
nocer la prevalencia real de una enfermedad cuyo diag-
nóst ico premortem es dif ícil .  

Debido a la difi cultad de detectar la sensibilidad diagnós-
t ica de la técnica dado que un resultado negat ivo no des-
carta la presencia de T. gondii, la variabilidad de la preva-
lencia de toxoplasmosis en las dist intas regiones y la falta 
de drogas que combinen efi cacia y seguridad, hacen que no 
haya en cuanto a su manej o un consenso similar al de la 
prevención de ot ras infecciones.

Sin embargo, las recomendaciones de expertos coinciden 
en que los pacientes seroposit ivos que no reciben TMS y 
aquellos con mayor riesgo, como quienes reciben sangre de 
cordón umbilical como fuente de su TCPH, al igual que los 
pacientes en los que se intensifi ca el t ratamiento inmunosu-
presor, deberían ser seguidos con estudios de biología mole-
cular, a fi n de permit ir un diagnóst ico temprano de la reac-
t ivación de la infección.

La amplifi cación de ácidos nucleicos de T. gondii  se ha 
convert ido en una herramienta fundamental para el diag-
nóst ico de la toxoplasmosis. El ensayo de PCR es una técni-
ca molecular que se ha ut il izado en diferentes t ipos de 
muest ras biológicas, como líquido amniót ico, humor acuo-
so, medula ósea, líquido cefalorraquídeo, lavado broncoal-
veolar, biopsia y sangre1,3,5,10,12,14,16,19.  Diferentes laboratorios 
ut il izan la técnica de PCR in house debido a la falta de kits 
comerciales disponibles que detecten ácidos nucleicos de 
T. gondii mediante la técnica PCR11.  

La técnica cualit at iva ut il izada en este t rabaj o facil it ó 
el diagnóst ico de toxoplasmosis en algunos de los pacien-
tes en estudio y la terapia temprana de ot ros enfermos 
con react ivación, pero sin signos de enfermedad. Sin em-
bargo, tanto los resultados negat ivos obtenidos en ot ros 
casos en individuos con enfermedad, así como la persis-
tencia de resultados posit ivos en pacientes con t ratamien-
to prolongado, señalan sus l imitaciones y la necesidad de 
contar con métodos de biología molecular cuant it at ivos 
para una mej or atención de los receptores de TCPH sero-
posit ivos. 

En consecuencia, varios cent ros que realizan HSCT vigi-
lan rigurosamente a los pacientes durante varios meses 
usando la técnica de PCR cuant itat iva para la detección de 
ADN de T. gondii en muest ras de sangre, ya que es crucial la 
pronta iniciación de la terapia para pacientes con inmuno-
defi ciencia profunda18.  Debido a esta necesidad, el labora-
torio de toxoplasmosis del Inst ituto Malbrán ha desarrollado 
una técnica de PCR en t iempo real in house,  que se encuen-
t ra en proceso de validación. 

Nota

Este t rabaj o ha sido realizado baj o las condiciones acadé-
micas y ét icas determinadas en el marco regulatorio (reso-
lución CA 630/ 07) para el desarrollo de invest igaciones clí-
nicas del Hospital Garrahan.
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Tabla 1 Característ icas y evolución de los pacientes estudiados (1 al 6)

Paciente 1 2 3 4 5 6

Sexo Masculino Masculino Femenino Femenino Masculino Femenino

Edad 15 años 14 años 18 años 14 años 13 años 3 años

Mot ivo del 
t rasplante

Mielodisplasia Leucemia 
mieloide 
crónica

Mielodisplasia Leucemia 
linfoblást ica 
aguda

Aplasia 
medular 

Schwachman-
Diamond

Tipo de donante No familiar Familiar No familiar Familiar Familiar Familiar

Fuente de CPH Sangre periférica Sangre 
periférica

Médula ósea Sangre 
periférica

Médula ósea Médula ósea

Serología 
Receptor/
Donante

+/ + +/ − +/ − +/ + +/ + +/ −

Tiempo de TCPH 45 días 9 meses 9 meses 1 año 1 mes 23 días

Mot ivo del 
estudio

EICH, nódulos 
pulmonares

EICH + 
neuropat ía

Suspensión TMS EICH 
refractaria

EICH 
refractaria

Suspensión 
TMS

Tipo de muest ra Sangre/ BAL Sangre/ BAL Sangre Sangre/ BAL Sangre Sangre

Resultados +/ + +/ + + +/ − - +

Tratamiento Pirimetamina + 
clindamicina

Pirimetamina + 
clindamicina

Pirimetamina + 
clindamicina

Pirimetamina + 
sulfadiazina

- Pirimetamina + 
clindamicina

Evolución Favorablea Favorable Favorable Favorable Toxoplasmosis 
diseminada2

Favorable

Tabla 1 (continuación) Característ icas y evolución de los pacientes estudiados (7 al 12)

Paciente 7 8 9 10 11 12

Sexo Femenino Femenino Masculino Masculino Masculino Femenino

Edad 4 años 13 años 12 años 10 años 3 años 21 años

Mot ivo del 
t rasplante

Erit roblastopenia Mielodisplasia Adrenoleucodist rofi a Mielodisplasia LMMJ Leucemia 
linfoblást ica

Tipo de donante Familiar Familiar No familiar No familiar Familiar Familiar

Fuente de CPH Médula ósea Médula ósea Médula ósea Sangre 
periférica

Médula ósea Sangre 
periférica

Serología 
Receptor/
Donante

+/ − +/ − +/ − +/ − −/ +

Tiempo de TCPH 7-100 días 1 mes 2 meses 3 meses 4 meses 13 meses

Mot ivo del 
estudio

IgM y PCR + 
pret rasplante 
(sangre)

EICH 
refractaria

EICH Suspensión 
TMS

Suspensión 
TMS

Suspensión 
TMS

Tipo de muest ra Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre Sangre 

Resultados - - - + - -

Tratamiento - - - Pirimetamina + 
clindamicina

- -

Evolución Favorable Toxoplasmosis 
diseminadab

Fallecidoc Favorable Favorable Favorable

LMMJ: leucemia mielomonocít ica j uvenil.
a Fallece al año de TCPH por sepsis por Pseudomonas.
b Hallazgo de autopsia.
c Sepsis sin documentación de germen, no se autorizó autopsia.
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Responsabilidades éticas

Protección de personas y animales. Los autores declaran 
que para esta invest igación no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Conf dencialidad de los datos. Los autores declaran que 
han seguido los protocolos de su cent ro de t rabaj o sobre la 
publicación de datos de pacientes y que todos los pacientes 
incluidos en el estudio han recibido información sufi ciente 
y han dado su consent imiento informado por escrito para 
part icipar en dicho estudio.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los 
autores declaran que en este art ículo no aparecen datos de 
pacientes. 

Conf icto de intereses

Los autores declaran no tener ningún confl icto de intereses.
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