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Resumen

Los tumores melanociticos 0 melanomas en los animales domésticos incluyen neoplasias
compuestas por células productoras de melanina. En los bovinos, estos tumores son poco
frecuentes y la mayoria son benignos; mientras que los malignos son de poca presentacion.
El articulo registra el caso de un bovino hembra mestizo de 38 meses de edad con una masa
fluctuante, localizada entre el borde mandibular y la regién parotidea izquierda, de aproxi-
madamente tres meses de evolucidn, con crecimiento mas evidente en los dltimos treinta
dias. Después de su escision quirurgica, se remite una muestra conservada en formalina tam-
ponada al 10 % al Laboratorio de Patologia de la Universidad de Narifio, consistente en un
fragmento de 7,0 x 10,5 x 8,0 cm, de forma elipsoide, con piel y pelo en una de sus caras,
superficie irregular, color pardo negruzco, consistencia semiblanda al corte y presencia de
contenido translicido de aspecto viscoso para el procesamiento e inclusion en parafina y corta-
dos a S pm de espesor y tincionados con coloracién de hematoxilina-eosina. El tejido remi-
tido se catalogé como una neoplasia de comportamiento maligno derivada de melanocitos,
debido a sus caracteristicas celulares: patron de crecimiento, patrén de distribucion, severo
pleomorfismo celular, anisocitosis, megalocitosis, pleomorfismo nuclear, anisocariosis, me-
galocariosis y afectacién de las paredes de los vasos sanguineos; adicionalmente, al bloque
de parafina se le realiz6 un corte para procesamiento inmunohistoquimico, empleando los
marcadores monoclonales S-100 DAKO® y Melan A DAKO®, contrastado con hematoxilina
de Meyer. Se evidencia fuerte inmunomarcacion de las células neoplasicas, y se constituye en
el primer caso registrado de esta patologia en Narifio (Colombia).

Palabras clave: inmunohistoquimica, tegumento, melanoma, neoplasia, vaca.

Cémo citar este articulo: Chaves
Velasquez CA, Astaiza Martinez
JM, Benavides Melo CJ, Vallejo
Timarédn DA. Tumor maligno
derivado de melanocitos en piel de
un bovino de presentacion inusual:
estudio de caso. Rev Med Vet.
2015;(29):63-72.

Malignant Tumor Derived from Skin Melanocytes of a Bovine
of Unusual Presentation: A Case Study

Abstract

Melanocytic tumors and melanomas in domestic animals include neoplasms composed of
melanin-producing cells. In cattle, these tumors are rare and mostly benign, while malignant
tumors are almost non-existent. The article reports the case of a female crossbred cow 38
months of age with a fluctuating mass located between the mandibular border and the left pa-
rotid region, about three months duration, with evident growth in the last thirty days. After
surgical excision, a sample preserved in buffered formalin (10%) was sent to the Laboratory
of Pathology (University of Narifio)—consisting of a fragment of 7.0 x 10.5 x 8.0 cm, ellip-
soid, with skin and hair on one side, irregular surface, blackish brown, semi-soft consistency,
and presence of shear translucent slimy content—for processing and inclusion in paraffin,
cut to 5 pym thickness and stained with hematoxylin-eosin coloration. The forwarded tissue
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INTRODUCCION

was classified as a neoplasm of malignant behavior derived from melanocytes, due to its cel-
lular characteristics: growth pattern, pattern of distribution, severe cellular pleomorphism,
anisocytosis, megalocytosis, nuclear pleomorphism, anisokaryosis, megalokaryosis, and
involvement of blood vessel walls; additionally, the paraffin block was cut for immunobhis-
tochemical processing using monoclonal markers (S-100 DAKO® and Melan A DAKO®),
contrasted with Mayer’s hematoxylin. Strong immunostaining of neoplastic cells is evident,
and it constitutes the first reported case of this disease in Narifio (Colombia).

Keywords: immunohistochemistry, tegument, melanoma, neoplasia, cow.

Tumor maligno derivado de melandcitos na pele de um
bovino de apresentacao incomum: estudo de caso

Resumo

Os tumores melandcitos ou melanomas nos animais domésticos incluem neoplasias com-
postas por células produtoras de melanina. Nos bovinos, estes tumores sao pouco frequentes
e na majoria das vezes sao benignos; enquanto que os malignos sao de pouca apresentagao.
O artigo relata o caso de uma fémea bovino mestiga de 38 meses de idade com uma massa
flutuante, localizada entre a borda da mandibula e a regido parotidea esquerda, de aproxima-
damente trés meses de evolu¢io, com crescimento mais evidente nos tltimos trinta dias. De-
pois de sua excisao cirtirgica, se remete uma amostra conservada em formalina tamponada ao
10 % ao Laboratério de Patologia da Universidade de Narifio, consistente em um fragmento
de 7,0 x 10,5 x 8,0 cm, de forma elipsoide, com pele e pelo em uma de suas caras, superficie
irregular, color pardo enegrecido, consisténcia semi-suave ao corte e presenga de contetido
translicido de aspecto viscoso para o processamento e inclusao em parafina e cortados a
pm de espessura e com coloragdo de hematoxilina-eosina. O tecido remetido se catalogou
como uma neoplasia de comportamento maligno derivada de melandcitos, devido as suas
caracteristicas celulares: padrao de crescimento, padrio de distribuicao, severo pleomorfis-
mo celular, anisocitose, megalocitose, pleomorfismo nuclear, anisocariose, “megalocariose” e
afetagdo das paredes dos vasos sanguineos; adicionalmente, se realizou ao bloco de parafina
um corte para processamento imuno-histoquimica, empregando os marcadores monoclo-
nais S-100 DAKO® e Melam A DAKO?®, contrastado com hematoxilina de Meyer. Evidencia-
se forte imuno- marcagao das células neoplasicas, e se constitui no primeiro caso reportado
desta patologia em Narifio (na Coldmbia).

Palavras chave: imuno-histoquimica, tegumento, melanoma, neoplasia, vaca.

nocitoma) o malignos (melanoma). Alrededor del

80y el 90 % son benignos; no hay un sitio de predi-

Los tumores melanonociticos en animales do-
meésticos son relativamente comunes en caninos y
equinos, poco comunes en el gato y raros en otras
especies, con excepcion del porcino, en el cual es
un hallazgo incidental en algunas lineas genéticas (1).
En bovinos su distribucién es mundial con una

ocurrencia del S al 6%, ya sean benignos (mela-

leccién aparente y ocurren comunmente en la piel.
Afecta a todas las edades, sobre todo a bovinos vie-
jos, aunque en el 50 % de los casos afecta a bovinos
menores a 18 meses de edad y en gran proporcién
son de ocurrencia congénita (2). Aqueja a ganado
de color oscuro (gris, rojo, negro), especialmente

en la raza Angus; aparentemente no existe predi-
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leccion por sexo. Pocos casos presentan invasion
del tumor en las regiones mas profundas del sub-
cutis o evidencia de met4stasis (3).

Caracteristicas macroscépicas

Las lesiones son frecuentemente solitarias y pue-
den presentarse en cualquier lugar (sobre todo en
las extremidades). Los tumores son dérmicos o
subcutdneos, redondos a pedunculados o multilo-
bulados, de color gris a negro, firmes o fluctuantes,
y pueden variar de § a 50 cm de didmetro. Los tu-
mores mds grandes son ademds alopécicos, necré-
ticos y ulcerados (2).

Las neoplasias pueden ser altamente pigmentadas
o carecer de pigmento (amelénicos); pueden inva-
dir las zonas mas profundas de la dermis y com-
prometer el tejido subcutédneo. El tamafio y el grado
de pigmentacion no son indicadores confiables del
potencial maligno de los tumores derivados de
melanocitos (3,4).

Caracteristicas histolégicas

Los melanocitos neoplasicos se organizan como
pequenos nidos o como células individuales den-
tro de la regién basal de la epidermis (3). Sin em-
bargo, de las células tumorales pueden encontrarse
varios estratos por debajo de la epidermis, carac-
teristica que las distingue de los melanocitomas.
Adicional a esto, pueden encontrarse altamente
pigmentadas o amelanicas y disponerse en forma
de cordones, paquetes celulares, nidos, o con un
patrén arremolinado (S). En algunas ocasiones
los melanomas malignos se encuentran asociados
a ulceraciones epidermales (1,3). El componente
celular consiste en melanocitos anaplasicos y pleo-
morficos que pueden presentar forma fusiforme,
epitelioide o una mezcla de células fusiformes, célu-
las epitelioides o células en forma balonoide sepa-
radas por un estroma fino intersticial (S). Se pueden
encontrar generalmente mds de tres figuras mito-

ticas en 10 campos a 400X; de forma ocasional se
pueden evidenciar focos de metaplasia condroide

u osea.

Las células neoplasicas tienen un variable pleomor-
fismo celular, un nucléolo basofilico prominente,
citoplasma moderado o de gran tamano y un varia-
do grado de pigmentacién. En algunos casos de me-
lanomas ameldnicos puede ser imposible diferenciar
los melanocitos de un fibrosarcoma o neurofibro-
sarcoma sin ayuda de pruebas inmunohistoquimi-
cas (5). Por consiguiente, la inmunohistoquimica es
una herramienta de gran ayuda para el diagnéstico
de esta enfermedad neoplésica. Los inmunomar-
cadores de rutina utilizados para identificar mela-
nomas en animales de compaifiia y humanos inclu-
yen anticuerpos dirigidos contra la proteina S-100,
vimentina o enolasa. La positividad para estas pro-
teinas con ausencia de inmunomarcacién hacia ci-
tokeratinas y los hallazgos en hematoxilina-osina
sustenta el diagnostico de melanoma.

Desafortunadamente, estos marcadores carecen de
especificidad y pueden presentar reaccién cruza-
da con otros tumores (6). No obstante, la proteina
S-100 tradicionalmente es el marcador més emplea-
do y el mas sensible, aunque su especificidad es baja
(6). En humanos se ha establecido que el marcador
S-100 es el mas sensible y se expresa en el 95 % de
melanomas. Sin embargo, el antigeno algunas ve-
ces puede ser alterado cuando la muestra es inco-
rrectamente fijada o previamente congelada (7). La
presencia o ausencia de inmunomarcacién debe
correlacionarse con los hallazgos en hematoxilina
eosina (HE) y complementarse con marcadores de
mayor especificidad y menor sensibilidad como el
HMB-45, Melan A, MEL-1, entre otros (4,6).

Los avances en desarrollo de deteccién o marca-
dores inmunohistoquimicos son utiles en el diag-
nostico de este tipo de tumores principalmente en
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los melanomas de tipo ameldnico. Mientras que los
marcadores vimentina S-100 y enolasa son sensi-
bles para tumores derivados de melanocitos no son
especificos, debido a que pueden tener reaccién
cruzada con otros tumores. Actualmente el Melan A
DAKO® es el marcador inmunohistoquimico més
especifico para melanomas en animales de compa-
fifa aunque no es 100 % sensible (5).

Crecimiento y metdstasis

Los melanomas malignos en pequefios animales
con frecuencia crecen rapidamente y pueden ser
fatales; pueden presentar invasion local hacia el te-
jido subcutdneo y diseminacién intradérmica (1).
Se haregistrado metdstasis en perros cominmente
por diseminacién de células neoplésicas via linfa-
tica hacia los linfonodos regionales y pulmén. Es
menos comun la metdstasis a otras localizaciones

anatémicas como cerebro, corazén y bazo (8).

El objetivo de este estudio es describir un caso de
melanoma maligno cutineo en un bovino hem-
bra, diagnosticado mediante la coloracion de HE
y con el empleo de los marcadores inmunohisto-
quimicos monoclonales S-100 DAKO® y Melan-A
DAKO?®. Este es el primer caso estudiado de esta
patologfa en Narino.

DESCRIPCION DEL CASO

En octubre de 2013, en el municipio de Colon Gé-
nova, Narifo, durante el servicio de extensidn rural
del drea de clinica de grandes especies de la Univer-
sidad de Narino, se presento el caso de un bovino
hembra mestizo de 38 meses de edad con 360 kg y
una gestacion de 90 dias a la evaluacién reproducti-
va, con una masa localizada entre el borde mandibu-
lar y la regién parotidea izquierda (figuras 1A'y 1B).
La tumoracidén era alopécica, de forma elipsoide,
color negruzco, sin dolor a la palpacién y fluctuante.
Sin embargo, no se evidencié contenido a la pun-

cién. En la evaluacion clinica no se detectaron otras
anormalidades aparte de las molestias asociadas ala
masa debido a su tamano y localizacién. El propie-
tario informé un tiempo de evolucién de tres meses
aproximadamente con un crecimiento mas evidente
en los dltimos treinta dias. Se decide realizar la es-
cision quirtrgica de la masa (figuras 1C y 1D) y se
la remite al drea de cétedra y servicio de patologia
veterinaria de la Universidad de Narino para su estu-
dio histopatoldgico e inmunohistoquimico.

PROCEDIMIENTO ANESTESICO
Y QUIRURGICO

Se administro xilacina al 2 % via intravenosa, a una
dosis de 0,5 mg/kg, que permite una sedacién con
marcada disminucién del tono muscular y ligera
analgesia, lo cual garantiz6 que el animal permane-
ciera de pie para el procedimiento. Posteriormente
se realizd anestesia local por infiltracién con lido-
caina al 1%, con un bloqueo en L invertida en la
zona craneal y caudal de la tumoracion.

Para el procedimiento quirtrgico se realizaron in-
cisiones en medialunaa 2 cm del borde craneal y cau-
dal de la masa, para después, mediante diseccién
roma, separarla de los tejidos blandos y proceder
a la escisién dejando un borde quirtrgico de segu-
ridad. Finalmente, se suturd el plano subcuticular
con un patrén continuo simple utilizando poliglac-
tina 910 calibre 2-0, y la piel se sutur6 con poliami-
da con patrén de sutura en X simple.

Se realiz6 antibioticoterapia con cefalexina al 15% a
una dosis de 10 mg/kg via intramuscular cada 24 h
por cinco dias. La terapia antiinflamatoria se hizo con
flunixina meglumina al §% a una dosis de 2,2 mg/kg
via intramuscular cada 24 h por tres dias. Adicional-
mente, se recomendd desinfeccidn de la herida con
yodopovidona al 2,5%, y aplicacién de una po-
mada cicatrizante a de base neomicina, alantoina,
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lidocaina y éxido de zinc tres veces al dia durante
siete dias. Diez dias después del procedimiento se
retiraron los puntos, sin presentarse complicacio-
nes postoperatorias.

EVALUACION HISTOPATOLOGICA

Descripcién macroscépica

Se remite al laboratorio de patologia de la Universi-
dad de Narifio un fragmento de 7,0 X 10,5 x 8,0 cm de
forma elipsoide, con piel y pelo en una de sus caras,

superficie irregular, color pardo negruzco, consis-
tencia semiblanda al corte y presencia de contenido
translucido de aspecto viscoso, el cual es cortado y
conservado en formalina tamponada al 10 % has-
ta su inclusioén en parafina y posterior coloracién
con HE.

Descripcién microscépica

Enla coloraciéon de HE, se observo un crecimiento
celular de comportamiento maligno derivado de
melanocitos, organizado a manera de estructuras

Figura 1. Apariencia externa de la masa

A) y B) masa circunscrita, alopécica; C) escicion quirargica; D) apariencia posquirtrgica.

Fuente: cortesia de la Clinica Ambulatoria de Grandes Especies, Universidad de Narifio, Pasto, Colombia. 2013
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arremolinadas en algunos focos y paquetes celula-
res densos, en otras regiones pobremente delimita-
dos por estroma de tejido conectivo con un patrén
de crecimiento expansivo e infiltrativo que afec-
ta la dermis superficial y profunda. Se evidenci6
compromiso de las paredes de algunos vasos san-
guineos. Las células eran de forma ovalada, fusifor-
me y poliédrica con nicleos de gran tamano, mo-
derado citoplasma con presencia de pigmentos de
color pardo distribuido en el citoplasma y ntcleo
de algunas células. Se evidencié6 severo pleomor-
fismo celular, anisocitosis y megalocitosis, severo
pleomorfismo nuclear, anisocariosis y megaloca-
riosis. No se pudieron contabilizar figuras mitoti-
cas en 10 campos al azar a 400X (figuras 2A y 2B).

Teniendo en cuenta la clasificacién propuesta por
Meuten (3) y por la Organizacién Mundial de la Sa-

lud (1), se catalogé como una neoplasia de compor-
tamiento maligno derivada de melanocitos debido a
las caracteristicas celulares, al patron de crecimien-
to, al patron de distribucion, severo pleomorfismo
celular, anisocitosis, megalocitosis, pleomorfismo
nuclear, anisocariosis, megalocariosis y el compro-
miso de las paredes de los vasos sanguineos.

Inmunohistoquimica

Al utilizar los marcadores monoclonales S-100
DAKO® y Melan A DAKO?®, contrastado con hema-
toxilina de Meyer, se evidenci6 fuerte inmunomar-
cacion de las células neopldsicas presentes en estrato
basal de la epidermis, dermis superficial, dermis
profunda y en las células neoplésicas presentes en pa-
redes de algunos vasos sanguineos (figuras 3y 4). El
procedimiento se realiz6 en Inmunotech Laborato-
ries SAS, Bogot4, Colombia (2013).

Figura 2. Aspecto microscépico del melanoma maligno

A) Nétese el patron de crecimiento celular de tipo predominantemente infiltrativo el cual compromete dermis superficial y profunda. HE

4X; B) nétese la gran cantidad de pigmento intracitoplasmitico e intranuclear (flecha roja)

Fuente: Laboratorio de Patologia, Universidad de Narifio, Pasto, Colombia
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Figura 3. Inmunomarcacién con S-100 a 4X

A) Control positivo 100X (flechas rojas); B) 4X piel de bovino, marcador inmunohistoquimico S-100. Se evidencia inmunomarcién (flechas
rojas) en poblacién celular localizada en dermis superficial y profunda.

Fuente: Laboratorio de Patologia, Universidad de Narifio, Pasto, Colombia.

Figura 4. Inmunomarcacién con S-100 a 400X

A) Dermis profunda 400X. Nétese el severo pleomorfismo celular y la inmunomarcién positiva de la poblacién celular (flechas rojas);

B) 400X dermis profunda de bovino. Nétese la disposicién a manera de estructuras arremolinadas de la poblacién celular. Se evidencia
inmunomarcién (flechas rojas)

Fuente: Laboratorio de Patologia, Universidad de Narifio.
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Figura 5. Inmunomarcacién Melan A

A) control positivo 4X (flechas rojas); B) 10X piel control positivo (flechas rojas), C y D marcador inmunohistoquimico Melan A. Se eviden-
cia inmunomarcién (flechas rojas) en poblacién celular localizada en dermis superficial y profunda.

Fuente: Laboratorio de Patologia, Universidad de Narifo, Pasto, Colombia.

DiAaGgNOsTICO

Los hallazgos histopatoldgicos e inmunohisto-
quimicos permiten catalogar a la neoplasia como
un tumor derivado de melanocitos de comporta-
miento maligno.

Discusion

Los estudios sobre tumores melanociticos en bovi-
nos son escasos. Un estudio retrospectivo de tumo-
res en bovinos en un periodo de 45 anos realizado
en Brasil en 2011 evalué 6706 necropsias con 586
tumores, de los cuales 15 casos eran melanomas
de comportamiento benigno; de estos, 10 casos se

presentaron en animales menores de 24 meses (9).
Otro estudio retrospectivo sobre la incidencia y tipo
de tumores que afectaron el tracto genital de vacas
lecheras y de carne en un periodo de 10 afios (1988
a 1997) encontré que de 2400 vacas analizadas, en
dos fueron detectados melanomas en la piel de la
vulva (10). Entre 1986 y 1993, en Missouri, fueron
registrados 10 melanocitomas cutineos diagnosti-
cados mediante histopatologia en 10 bovinos jove-
nes con promedio de 9 meses de edad (11).

Babic y colaboradores (2009) muestran un mela-
noma congénito en un ternero de 3 meses de edad
con localizacién en tendon de Aquiles y prondsti-
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co reservado (12). Asi mismo, Brito y colaborado-
res (2009) dan a conocer un melanoma denditrico
oral de tipo metastdsico en una vaca Friesian de 3,5
anos (13). Da Silva (2008) muestra un melanoma
maligno con metastasis a pulmén en una hembra
de S anos de la raza Nelore (14). En Eslovenia se
registra un tumor con localizacién en maxilar su-
perior y 6rbita ocular correspondiente a un mela-
noma maligno en una vaca de la raza pardo suizo
de 2,5 anos (15). En México, Ortega y Miranda
(1998) dan cuenta del caso de melanoma en un
bovino macho de engorde de 1,5 afios de edad,
mestizo, cebu con pardo suizo (16).

Los inmumarcadores de rutina utilizados para
identificar melanomas en animales de compafia y
humanos incluyen anticuerpos dirigidos contra la
proteina S-100, vimentina o enolasa. Desafortuna-
damente estos marcadores carecen de especificidad
y pueden presentar reaccién cruzada con otros tu-
mores (6,17).

No obstante, la proteina S-100 tradicionalmente es
el marcador mas empleado y el més sensible (93-
100%), pero su especificidad es relativamente baja
(6,17). En humanos se ha establecido que el mar-
cador S-100 es el mas sensible, el cual se expresa en
el 95% de melanomas (4,6,17).

La presencia o ausencia de inmunomarcacioén debe
correlacionarse con los hallazgos en HE y comple-
mentarse con el uso de marcadores de mayor es-
pecificidad y menor sensibilidad como el Melan
A, que tiene sensibilidad del 85 al 97 %, para me-
lanomas primarios, y del 57 al 92 %, para melano-
mas metastdsicos y una especificidad entre el 9S y
100 % reportado en humanos, para el caso de anti-
cuerpos monoclonales dirigidos contra antigenos
especificos humanos. En el caso de animales de
compania se ha observado una reactividad cruza-
da entre 60 y 69 % cuando se emplea un marcador

que llega al 83 %; cuando se emplean combinacio-
nes de marcadores, esto posiblemente demuestra
la heterogeneidad de la expresion de los antigenos
en animales de compania. Por ende, es recomenda-
ble la utilizacion de varios marcadores inmuno-
histoquimicos para un mismo tumor en el caso de
diagndstico inmuhistoquimicos en medicina vete-
rinaria (4,6).

Desafortunadamente la informacién disponible en el
uso de marcadores inmunohistoquimicos en bovinos
en diagndstico de neoplasias es muy escasa (6). Ra-
z6n por la cual, en el presente estudio se utilizaron
los marcadores proteina S-100 y Melan A como los
anticuerpos de eleccién. De acuerdo con las caracte-
risticas macroscépicas (tamafio, forma, localizacién
anatémica) y microscépicas (pleomorfismo celular,
patron de crecimiento, compromiso de estructuras
adyacentes), sumado a los hallazgos inmunohisto-
quimicos, se puede determinar el comportamiento
maligno del tumor. Estos hallazgos en otras espe-
cies, tales como animales de compania, serian crite-
rios para establecer un mal prondstico; sin embargo,
lainformacién epidemioldgica acerca del curso dela
enfermedad y las caracteristicas clinicas de este tipo
de tumores en bovinos es escasa y variable, por lo
cual es dificil establecer un prondstico preciso del
paciente objeto de estudio, con base en la medicina
basada en la evidencia.

Se recomendo realizar seguimiento clinico del curso
de la enfermedad en el paciente y en caso de muer-
te la necropsia y el estudio histopatoldgico, de tal
forma que aporte informacién adicional acerca

del comportamiento de la enfermedad en bovinos.

CONCLUSIONES

El caso de estudio es la primera correlacion diag-
nostica que utiliza la histopatologia y marcadores
inmunohistoquimicos de neoplasias en bovinos en
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el laboratorio de patologia de la Universidad de
Narino.

Se requieren estudios especificos en bovinos para
emplear marcadores inmunohistoquimicos de for-
ma rutinaria como lo hacen en medicina humana.

Finalmente, se recomienda que toda escisién qui-
rurgica de masas en bovinos se complemente con
diagndstico histopatélogico e inmunohistoquimi-
co silo requiere.
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