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Resumen

La funcién cardiaca en perros infectados con
Dirofilaria immitis es evaluada habitualmente a
través de pruebas como la radiografia, la eco-
cardiograffa y la electrocardiografia. Sin embar-
g0, los biomarcadores serolégicos demuestran
que pueden ser una herramienta muy util en
la mayorfa de los casos aportando informacion
adicional al veterinario clinico. Los biomarcado-
res mas utilizados en pequefios animales son la
Troponina cardiaca | (cTnl) y las dos formas del
péptido natriurético tipo B (C-BNP y NT-proBNP;
fragmento terminal C y fragmento terminal N,
respectivamente). La tendencia observada en
esta revision bibliografica es llegar a establecer
unos valores de referencia estandarizados con
el fin de aportar al veterinario clinico un diagnos-
tico, una evolucién y un prondstico mas certero
para esta enfermedad. El uso de biomarcadores
podria ser una buena herramienta diagndstica
si se dispusiera de unos valores estandarizados
y de un protocolo de uso en funcién de los dife-
rentes estadios de la enfermedad.

Abstract

Cardiac function in dogs infected with Dirofilaria
immitis /s routinely evaluated through tests such
as radiography, echocardiography, and electrocar-
diography. However, serological biomarkers prove
to be a very useful tool in most cases, providing
additional information to the clinical veterinarian.
The most widely used biomarkers in small animals
are cardiac Troponin | (cTnl) and the two forms of
B-type natriuretic peptide (C-BNP and NT-proBNP;
C-terminal fragment and N-terminal fragment, re-
spectively). The trend observed in this bibliographic
review is to establish standardized reference values
to provide the clinical veterinarian with a more ac-
curate diagnosis, evolution, and prognosis for this
disease.

Introduccion

La dirofilariosis causada por el nematodo Dirofi-
laria immitis, mas comunmente llamada “enfer-
medad del gusano del corazén”, es una infec-
Cioén caracterizada por la presencia de gusanos
adultos en las arterias pulmonares de perros y
gatos, principalmente, donde generan una proli-
feracion de la tunica intima. Los cambios vascu-
lares sufridos se manifiestan en forma de infla-
macion vascular, dafio endotelial, proliferacién
vellosa de la intima y en la activaciéon y atraccion
de leucocitos y plaquetas. Estos efectos contri-
buyen al desarrollo de hipertension pulmonar,
responsable de gran parte de la sintomatologia
en animales infectados.

Los biomarcardores cardiopulmonares son pa-
rametros biologicos capaces de ser medidos y
cuantificados de manera objetiva para evaluar
procesos patoldgicos, o bien para evaluar la res-
puesta frente a un tratamiento. El uso de estos
biomarcadores a través de la historia es relativa-
mente reciente para la profesion veterinaria, sin
embargo, es una practica consolidada en medi-
cina humana para la deteccion y el prondstico
de enfermedades cardiovasculares. El término
biomarcador fue usado por primera vez en
1989, sin embargo, no fue hasta 2001 cuando se
establecié una definicion como tal. Los biomar-
cadores cardiopulmonares tienen una sensibi-
lidad adecuada para el diagndstico asertivo de
enfermedades cardiacas en veterinaria y cente-
nares de estudios han sido publicados evaluan-
do la utilidad de los biomarcadores cardiopul-
monares; en particular, estudios que evallan la
deteccion de enfermedades cardiopulmonares
en estadios precoces, que confirman casos du-
dosos o que ayudan a establecer un prondstico
y a decidir un tratamiento adecuado (Imagen 1).

En dirofilariosis canina, existen varios estudios
que han valorado la utilidad de varios biomarca-
dores cardiopulmonares. En este articulo se ha
realizado una revision bibliografica de la situa-
cion actual y futura del estudio de los biomarca-
dores cardiopulmonares en esta patologfa.

Troponinas

Las Troponinas son proteinas estructurales que
forman parte de musculo cardiaco y el musculo
esquelético; son las responsables de regular la
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interaccion de la actina y la miosina en el con-
trol de la contraccion muscular. Las troponinas
estan divididas en tres subunidades: la troponi-
na C, perteneciente a la subunidad de union al
calcio; troponina |, responsable del componente
inhibitorio, y la troponina T, que pertenece a la
subunidad de unién a la tropomiosina.

Las troponinas son protefnas exclusivamente
intracelulares, no se encuentran en el torren-
te sanguineo de forma habitual, por lo tanto,
cuando estas proteinas aparecen en el torrente
sanguineo, reflejan la liberacién de estas por
las células musculares debido a un dafio. Las
troponinas |y T tienen isoformas cardioespeci-
ficas, de manera que permiten la deteccién de
lesiones exclusivamente de los miocardiocitos.
Por lo tanto, las concentraciones de estas tro-
poninas circulantes nos informan sobre el dafio
cardiaco de forma especifica, valorando la inte-
gridad miocardica. Los niveles de troponina en
sangre pueden detectarse desde las primeras 4
horas tras la lesion miocardica, alcanzando su
nivel maximo a las 12-24 horas. Posteriormente,
comienzan a disminuir pudiendo detectarse en
niveles mas bajos el 5° dia, hasta incluso, a los
20 dias. En perros con dirofilariosis, los diversos
estudios han demostrado que la troponina de
eleccion es la troponina | (24 kDa), que posee
un tamafio molecular inferior a la troponina T
(37kDa). Esto, junto a una unién mas débil al
aparato contractil, permite la deteccion de lesio-
nes de menor calibre a nivel miocardico, siendo
asf la troponina | un biomarcardor mas sensible.
Numerosos estudios indican que los perros con
infecciones crénicas por D. immitis presentan
valores de troponina | significativamente eleva-
dos cuando se comparan con perros con infec-
ciones recientes. Ademas, los valores de este
marcador disminuyen de forma progresiva a lo
largo del tratamiento en la mayoria de los perros
estudiados. Por lo tanto, su uso en la actualidad
puede ser Util a la hora de evaluar la cronicidad,
la respuesta al tratamiento y el dafio miocardico
generado por este parasito.

Péptidos natriuréticos

Los péptidos natriuréticos son hormonas que se
sintetizan principalmente en los cardiomiocitos
auriculares y ventriculares. Son liberados fren-
te a la sobre-estimulacion crénica del sistema
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Imagen 1: Suero obtenido para realizar la
medicidn de biomarcadores seroldgicos en el
Laboratorio de Patologia General, Facultad de
Veterinaria, Universidad de Las Palmas de Gran
Canaria.

renina-angiotensina-aldosterona, que provoca
hipertrofia cardiaca, sobrecarga del volumen y
congestion, contrarrestando estos efectos me-
diante la estimulacion de la natriuresis, perfusion
renal, diuresis y vasodilatacion, asi como mejo-
rando la funcién cardiaca diastdlica. Los niveles
circulantes del péptido natriurético auricular
(ANP) y del péptido natriurético de tipo B (BNP)
fundamentalmente se incrementan en respues-
ta @ un aumento de la tension de la pared del
miocardio. EI ANP procede principalmente de
las auriculas, mientras que el BNP procede de
los cardiomiocitos auriculares y ventriculares.

El péptido natriurético de mayor relevancia
clinica actualmente es el BNP. El péptido na-
triurético tipo B es liberado como prohormona
(pro-BNP) a la circulacién en respuesta a una
variedad de estimulos como sobrecarga de vo-
lumen, hipertrofia ventricular e hipoxia. Durante
la liberacién, la prohormona es dividida en dos
fragmentos de forma enzimatica, el fragmento
bioldgicamente activo (BNP) encargado de la
natriuresis y la vasodilatacion, y el fragmento
inactivo (NT-proBNP). Ambos fragmentos son
metabolizados por rutas metabdlicas distintas
obteniendo, como resultado, vidas medias dis-
tintas. En perros, el BNP tiene una vida media de
aproximadamente 90 segundos, mientras que



la vida media del NT-proBNP no se conoce aun,
aungue en humana, la vida media de referencia
del NT-proBNP es de 120 minutos.

La utilidad del NT-proBNP ha sido puntera
para el estudio de las enfermedades cardia-
cas de pequefios animales. Se ha demostrado
que los péptidos natriuréticos son Utiles para
confirmar el diagnostico de una enfermedad
cardiaca, para evaluar la respuesta al trata-
miento y para determinar la severidad de la
enfermedad. Ademas, ha sido demostrado que
altas concentraciones de este biomarcador
estan correlacionados con una supervivencia
baja, presentando un valor prondstico. En la
dirofilariosis canina, se ha observado que los
perros que muestran niveles mas elevados de
NT-proBNP en sangre son aquellos que presen-
tan una enfermedad mas severa, generalmente
relacionado con la cronicidad. La endarteritis
que se produce en las arterias pulmonares,
provocando una reduccion de la elasticidad y
una disminucion de la luz, precede al desarrollo
de hipertensién pulmonar y, como consecuen-
Cia, a una sobrecarga de volumen del ventriculo
derecho que desemboca en un fallo cardiaco
congestivo derecho. Ademas, la disminucién
del colageno de la matriz extracelular que se
produce en el miocardio de los perros infecta-
dos con dirofilariosis predispone igualmente a
una dilatacion del ventriculo derecho.

Algunos autores, correlacionan los niveles eleva-
dos de ANP en plasma en respuesta al aumento
de la presion atrial y a la hipertension pulmonar
en perros con dirofilariosis. Sin embargo, aun
es necesario realizar estudios complementarios
sobre este biomarcador.

Dimero-D

El dimero-D es una molécula de pequefio tama-
fio (182 kDa) que procede de la degradacién de
la fibrina estabilizada. El dimero-D se produce
al degradarse la fibrina de un codgulo que se
disuelve en el organismo. El término dimero-D
hace referencia al hecho de que el fragmento
consta de dos fragmentos D de fibrina entre-
cruzados. El dimero-D aparece en 1 hora desde
que se disuelve el codgulo y se mantiene eleva-
do durante 7 dfas. El dimero-D se genera exclu-
sivamente a partir de la degradacion de la fibri-
na estabilizada, mientras que los Productos de

Degradacion del Fibrindgeno (PDFs) se originan
tanto a partir de la degradacion del fibrinégeno
como de la fibrina no estabilizada. Por esto, el
dimero-D constituye un marcador muy especifi-
co de la actividad fibrinolitica.

El dimero-D ha sido uno de los parametros de la
hemostasia que mas interés ha despertado du-
rante los Ultimos 20 afios en medicina humana,
y mas recientemente, en medicina veterinaria.
En perros infectados por D. immitis, la forma-
cion de tromboembolismos pulmonares (TEP)
supone el principal motivo de muerte aguda del
paciente durante la infeccién y, especialmente,
durante el tratamiento adulticida. Por ello, se ha
estudiado la utilidad del dimero-D para la de-
teccion de estos procesos en perros infectados.
Diversos estudios han demostrado que perros
con dirofilariosis presentan elevaciones de este
biomarcador, especialmente en aquellos con
altas cargas parasitarias y en un elevado porcen-
taje de perros durante el tratamiento adulticida
(Imagen 2).

Sin embargo, y al igual que sucede en medicina
humana, aunque podemos utilizar este biomar-
cador para la deteccion de TEP, el dimero-D
constituye un marcador especifico de la acti-
vidad fibrinolitica en procesos que producen
una excesiva formacion de fibrina, aun sin ser
de naturaleza trombdtica. En veterinaria, otras
patologias como una sepsis, insuficiencia cardia-
ca congestiva, fallo hepéatico, fallo renal agudo,

o
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Imagen 2: Paciente con dirofilariosis,

carga parasitaria elevada segun valoracion
ecocardiogrdfica, sufriendo un tromboembolismo
pulmonar posterior a 2° dosis de tratamiento
adulticida. Medida de dimero-D: 0.8 mcg/mL (valor
de referencia: <0.2 mcg/mL). Hospitalizado en el
Hospital Clinico Veterinario de la Universidad de Las
Palmas de Gran Canaria (ULPGC).
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una neoplasia o incluso los coagulos formados
durante una cirugfa o un traumatismo pueden
aumentar los valores de dimero-D. Por ello, la
obtencion de valores alterados de dimero-D
debe ir acompafiado de una sospecha clinica,
como la presentacion de sintomas compatibles
u otras alteraciones en pruebas clinicas. Un
rapido reconocimiento de la patologia seguido
de la instauracion de un tratamiento adecuado
(antitrombdtico) ayuda a reducir la mortalidad
en estos pacientes.

El dimero-D, puede elevarse por distintas cau-
sas como las descritas anteriormente. Sin em-
bargo, se reconoce que tiene un excelente valor
predictivo negativo, de manera que la obtencién
de un valor fisiologico de dimero-D en un animal
con sospecha de TEP descarta la existencia de
esta condicion con alta probabilidad.

En dirofilariosis canina, algunos autores han de-
mostrado que pacientes con alta carga parasita-
ria y/o con presencia de microfilarias presentan
incrementos de dimero-D con mayor frecuencia,
mostrando valores medios mas elevados. Tam-
bién se ha observado una asociacién de concen-
traciones de este biomarcador con la gravedad,

de manera que pacientes en estadios mas avan-
zados muestran incrementos mayores. Ademas,
se ha demostrado muy versatil para monitorizar
la evolucion del tratamiento adulticida y la nece-
sidad de administrar tratamiento coadyuvante
en perros con incrementos marcados de este
biomarcador. Por otro lado, ha mostrado su
utilidad a la hora de dar el alta a un paciente
tratado, demostrando la necesidad de alargar el
tiempo de monitorizacion y restriccion de ejer-
cicio tras finalizar el tratamiento adulticida en
pacientes que aln presentaban elevaciones de
dimero-D (Imagenes 3y 4).

Proteinas de fase aguda

La respuesta de fase aguda puede originarse por
trauma, infeccién o inflamacién con el propoésito
de restaurar la homeostasis del organismo. Es
considerada parte innata del sistema defensivo
del hospedador, por lo que se caracteriza por
una variedad de sintomas de caracter general
como fiebre, leucocitosis, aumento en los nive-
les de cortisol, cambios en el metabolismo y una
disminucién de hierro y zinc.

Imagen 3y 4: Radiografias laterolateral y dorsoventral de un paciente con tromboembolismo pulmonar

secundario a dirofilariosis en el Hospital Clinico Veterinario de la ULPGC. Se observa un patrén mixto
alveolo-intersticial, con un aumento de opacidad de I6bulos pulmonares asi como un marcado patrén
vascular, con un aumento del calibre de las arterias pulmonares que ademds, presenta un recorrido

tortuoso.



Durante esta respuesta, se produce una varia-
cién enla concentracion de ciertas proteinas, de-
nominadas proteinas de fase aguda (PFA), estas
proteinas estan clasificadas en dos grupos. Por
un lado, las PFA negativas, son aquellas cuyos
niveles disminuyen en respuesta al estimulo que
la genera, por otro lado, las PFA positivas, son
aquellas cuyos valores aumentan en respuesta
al estimulo que las genera. La mayoria de las PFA
positivas son sintetizadas mayormente por los
hepatocitos tras la estimulacion de citoquinas
proinflamatorias. La proteina C reactiva (PCR)
fue la primera PFA descrita en 1930 (Tillett WS,
1930). La fase aguda consiste en una respuesta
muy rapida pero poco especifica ya que puede
producirse en base a diversas condiciones que
generen una lesion tisular. Aparentemente,
las PFA estan involucradas en la regulacion del
sistema inmune, de la inflamacién, proteccion
frente a una infeccion y reparar el dafio tisular.
Dependiendo del tipo de lesion tisular, las PFA
pueden tener efectos pro o anti-coagulantes.

Estudios publicados han mostrado la relacién
de la respuesta inmune inicial con la interaccién
con el parasito D. immitis, clasificandola como
respuesta innata, y que consiste en la respuesta
inmune frente a las formas adultas, microfilarias
y Wolbachia. Hay estudios que han determinado
las concentraciones de las PFA positivas y negati-
vas en perros con dirofilariosis. Las PFA positivas
evaluadas fueron la PCR, la haptoglobina y la fe-
rritina, mientras que las PFA negativas evaluadas
han sido la albimina y la paraoxonasa-1 (PON-
1). En perros con dirofilariosis se observaron
mayores concentraciones de PCR, ferritina, y un
descenso significativo de la albuminay la PON-1
independientemente del estado microfilarémico
del animal, mostrando una respuesta de fase
aguda, probablemente debido a la existencia de
dafio tisular a nivel pulmonar y vascular asocia-
do a la presencia de gusanos adultos. Por otro
lado, se observaron bajas concentraciones de
haptoglobina, especialmente en perros micro-
filarémicos, generando discrepancias entre el
comportamiento de las PFA positivas. Sin em-
bargo, esta discrepancia puede explicarse por la
presencia de anemia hemolitica provocada por
la infestacion: la hemoglobina se libera de los
eritrocitos uniéndose a la haptoglobina hasta
la saturacién de la proteina y es retirada de la
circulacion.

Imagen 5: Analizador para diagndstico
cardiovascular humano, validado para la
determinacidn de dimero-D en perros (Cobas h232,
Roche Diagnostics). El valor de referencia esta
establecido en <0.2 ug/ml. El paciente era un perro
con dirofilariosis no diagnosticada, que mostraba
sintomas compatibles con tromboembolismo
pulmonar (disnea, tos y fiebre). El resultado
obtenido, junto con la exploracion, historial

y anamnesis, demostré un elevado indicio de
tromboembolismo parasitario, lo que justifico el
inicio de terapia especifica para su manejo.

Entre las PFA, la gque mayor utilidad ha sefia-
lado tener es la PCR. Esta ha mostrado gran-
des elevaciones desde las fases iniciales de la
infeccion, debido a la accién de la Wolbachia
en el organismo y al dafio vascular generado
por el gusano en las arterias pulmonares, y
se han observado que sus concentraciones
plasmaticas se correlacionaban con la grave-
dad. Algunos estudios van mas alla y corre-
lacionan los niveles de PCR con la severidad
de la hipertension pulmonar, demostrando el
incremento significativo de PCR en animales
con hipertension severa o moderada, incluso
una vez finalizado el tratamiento adulticida
en aquellos perros en los que la hipertensién
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Imagen 6: La medicion de biomarcadores seroldgicos permite obtener un dato clinico de manera sencilla
- tras la extraccion de una muestra de sangre - y objetiva, al tratarse de un resultado numérico. Esto hace
que su aportacion a la clinica diaria presente un valor afiadido, especialmente en aquellos centros que no
tienen disponibilidad inmediata de otros medios diagnosticos (por ejemplo, ecocardiografia). En la imagen,
un analizador de cortisol canino (VCHECK V200, Bionote).

pulmonar persistia. Concretamente, se ha vis-
to que las concentraciones de PCR elevadas
persisten 1 mes tras finalizar el tratamiento
adulticida en los perros que presentan hiper-
tensién pulmonar, mientras que los valores
de esta PFA regresa a la normalidad en la
mayoria de los pacientes sin hipertension
pulmonar.

Cuando se evaluaron algunas PFA 7 meses tras
finalizar el tratamiento adulticida, los resulta-
dos mostraron que todavia persistian anoma-
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lias en algunas PFA, como la ferritina y la PON-
1. Por otro lado, los niveles de PCR estaban
dentro de los valores normales; sin embargo,
los perros con hipertension pulmonar tenian
valores significativamente mas elevados. Todo
esto podria ser indicativo de gque aun existe
dafio a nivel vascular en los perros tratados, y
concuerda con otros estudios que indican que
el dafio endotelial y la hipertension pulmonar
pueden persistir durante largo tiempo e inclu-
SO no ser reversibles, una vez eliminados los
gusanos.

Imagen 7: Radiografia laterolateral de un perro
mestizo de 6 afios de edad, con dirofilariosis
grado Ill. La radiografia muestra cardiomegalia

v dilatacion del tronco pulmonar, asi como un
patron vascular caracterizado por presencia de
arterias pulmonares dilatadas y tortuosas. En los
l6bulos pulmonares caudales también se muestra
un patron intersticial. El estudio de biomarcadores
ayudd a determinar la presencia de fenémenos
tromboembdlicos. El NT-proBNP arrojé un valor de
2500 pmol/L (valor de referencia para perros sanos:
<900 pmol/L), siendo indicativo de mal prondstico.
El perro fue tratado de dirofilariosis y se instaurd
una terapia especifica cardiaca, pero su tiempo de
supervivencia posterior fue inferior a un afio.



Imagen 8: Perro con dirofilariosis cardiopulmonar.
Se presentd en consulta con los signos clinicos mds
frecuentes (tos, intolerancia al ejercicio y pérdida de
peso progresiva). Se trataba de un perro de caza
que hacia gjercicio intenso regularmente. Dado que
la actividad fisica en perros infectados es un mal
indicador prondstico, se opté por hacer un estudio
completo antes de iniciar tratamiento. El estudio de
biomarcadores serolégicos nos ayudé a clasificar
la gravedad del animal, junto a las técnicas de
diagndstico por imagen.

Endotelina-1

La endotelina-1 (ET-1) es un péptido bioactivo
producido por numerosas células, incluidas las
células del endotelio vascular, las células del
musculo liso, las células del epitelio respiratorio,
macrofagos o fibrocitos, entre otras. La ET-1
es un potente vasoconstrictor que promueve
la proliferacion celular, causando cambios es-
tructurales crénicos en el tejido cardiopulmo-
nar. En medicina humana, la ET-1 induce una
vasoconstriccion aguda y un remodelado de los
vasos cronico, lo que favorece el desarrollo de
hipertension pulmonar. En veterinaria, los pe-
rros con dirofilariosis e hipertension pulmonar
presentan incrementos significativos de la ET-1,
por lo que este péptido podria jugar un papel
importante en la fisiopatologia de la enferme-
dad, como un factor agravante inducido por la
hipertension pulmonar. La reaccion inmunoldgi-
ca a la presencia del parasito con liberacion de
citoquinas, la hipoxia provocada por la patologia
0 la tension vascular producida por la presencia
de los gusanos adultos son algunos de los fac-
tores que podrian inducir la liberacion de ET-1.

Ademas, un estudio reciente ha demostrado
que la ET-1 permanece elevada en perros con
dirofilariosis e hipertension pulmonar hasta 7
meses tras finalizar el tratamiento adulticida.
Este biomarcador podria, por ello, ser un poten-
te marcador de dafio endotelial y podria tener
un interesante valor prondstico.

Cortisol

El cortisol es un esteroide producido en la cor-
teza suprarrenal; se trata de una hormona clave
involucrada en la respuesta al estrés y los niveles
séricos a menudo se han utilizado como una me-
dida del estrés. Se ha demostrado que el estrés
prolongado, indicado por los niveles de cortisol,
se asocia con una reduccion de la supervivencia
y la inmunidad. En dirofilariosis canina, resulta-
dos preliminares han demostrado elevaciones
de cortisol en perros infectados, especialmente
en perros con elevadas cargas parasitarias y en
perros con sintomas. Mas adn, se observd que
los niveles iban regresando gradualmente a la
normalidad una vez los perros fueron tratados.
Por ello, resulta interesante realizar estudios
para determinar la utilidad clinica y prondstica
de este marcador, especialmente en perros con
infecciones cronicas.

Conclusiones

Los resultados publicados en diversos estudios
analizados muestran resultados alentadores,
que invitan a continuar profundizando en el es-
tudio de biomarcadores seroldgicos en esta pa-
tologfa. Los estudios ya publicados demuestran
que son herramientas Utiles en el estudio inicial
de la enfermedad, en el estadiaje clinico y du-
rante la monitorizacion del tratamiento adultici-
da. Dado que son parametros faciles de obtener
- una muestra de sangre - y de interpretar en
base a un valor numérico, su uso puede ayudar
a diagnosticar, establecer gravedad y pronostico
en perros con dirofilariosis.

Sin embargo, uno de los mayores inconvenien-
tes es la falta de estandarizacion de los niveles
de referencia que permita al veterinario clinico
interpretar los valores obtenidos, dado que
estos valores pueden variar enormemente en
funcion del aparato empleado para su medi-
cion. Ademas, la baja disponibilidad de algunas
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pruebasy al alto coste de estas, desalienta a los
clinicos a usar los biomarcadores en la clinica
diaria. Por ello, es necesario que se lleven a cabo
mas estudios, asi como animar a los veterinarios
clinicos al uso de estos biomarcadores.
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