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Citologia Testicular mediante Aspiracion con AgujaFina
en Perros Adultos y Geriatricos

TesTIcULAR FINE NEEDLE ASPIRATION CYTOLOGY IN ADULTS AND GERIATRIC DoGSs

Alfonso Sanchez R.1?23, Daniela Diaz T.t, Tamara Melo A.X

RESUMEN

Con el proposito de describir y comparar la citologia testicular en perros adultos y
geriatricos, se seleccionaron para orquiectomia 10 perros adultos (2-6 afios) y 10 geriatricos
(>8 afios) sin patologias testiculares aparentes. Una vez recolectados los testiculos se
realiz6 puncion y aspiracion con aguja fina (AAF), obteniéndose cuatro muestras por
perro. Las muestras fueron tefiidas con May-Griinwald Giemsa y estudiadas al microsco-
pio dptico. En la descripcion celular se reconocieron los componentes celulares de los
tlbulos seminiferos e intersticio, asi como también células anormales. Destac la abun-
dancia celular, lisis celular, restos citoplasmaticos y fondos tefiidos en la mayoria de las
muestras. En ambos grupos se observaron células redondas, multinucleacion, ndcleos
bien tefiidos, en ocasiones desnudos y patron de cromatina condensada. En perros
adultos se observo mayor namero de células germinales, espermatozoides y totales (p<0.05)
yen los geriatricos mayor nimero de células anormales (p<0.05; Chi cuadrado).
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ABSTRACT

The testicular cytology in adult and geriatric dogs was described and compared
between two age groups selected for orchiectomy. Ten adult dogs (2-6 years old) and 10
geriatric dogs (>8 years) without apparent testicular pathologies were studied. Once
collected the testes needle aspiration was performed using fine needle (AAF) obtaining
four samples per dog. Samples were stained with May-Grunwald Giemsa and examined
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under the microscope. In the cell description the cellular components of the seminiferous
tubules and interstitium, as well as abnormal cells were recognized. The main findings
included the cell abundance, cell lysis, debris and cytoplasmic dyed in most samples. In
both groups were observed round cells, multi-nucleation, stained nuclei sometimes bare
and condensed chromatin pattern. Adult dogs showed higher number of germ cells,
sperm and total cells (p<0.05) and in geriatric was observed greater number of abnormal

cells (p<0.05, Chi-square).

Key words: testis, dog, cytology, fine needle aspiration

INTRODUCCION

El citodiagndstico es un tipo de diagnds-
tico morfoldgico basado en los caracteres mi-
croscopicos de células y componentes
extracelulares desprendidos espontaneamen-
te de los tejidos u obtenidos por procedimien-
tos. La aspiracion con aguja fina (AAF) es
una de las técnicas de recogida de muestra y
se considera (til en la préactica clinica como
guia en la determinacion de multiples proce-
sos, tanto fisiologicos como patolégicos
(Raskin y Meyer, 2010). La primera indica-
cion para la AAF testicular y evaluacion
citolégica es el aumento de tamafio testicular,
sea unilateral o bilateral. El citodiagndstico
es Util para diferenciar entre condiciones
inflamatorias y neoplasicas que pueden oca-
sionar el agrandamiento testicular, para cla-
sificar las neoplasias y, también, como herra-
mienta para la evaluacion de la infertilidad
del perro (Masserdotti et al., 2005; Romagnoli
et al., 2009).

Las ventajas de la AAF en la clinica
reproductiva canina incluyen ser un procedi-
miento minimamente invasivo, rapido, de bajo
costo y menos doloroso que una biopsia por
cirugia (Dahlbom et al., 1997; Santos et al.,
2010; Gouletsou et al., 2011); ademas, puede
ser considerada como un procedimiento am-
bulatorio rutinario (Romagnoli et al., 2009).
Una ventaja adicional seria la posibilidad de
obtener varias muestras, desde diferentes
areas del testiculo, proporcionando muestras
mas representativas respecto a una biopsia
testicular (Santos et al., 2010).
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La AAF testicular no se asocia comun-
mente con efectos adversos inmediatos o0 a
largo plazo (Root Kustritz, 2006), sin embar-
go resulta importante considerar que puede
ocurrir un leve edema escrotal y eritema den-
tro de las 72 horas posteriores a la puncion y
aspiracion (James et al., 1979). Gouletsou et
al. (2011), estudiando el impacto de la pun-
cion y aspiracion testicular sobre parametros
clinicos, ultrasonograficos y seminoldgicos en
perros, concluyeron que esta técnica podria
ser considerada segura.

Considerando que la casuistica
reproductiva por trastornos de fertilidad es
cada vez mas frecuente y que la longevidad
de los pacientes caninos se ha visto
incrementada, el propdsito del presente estu-
dio fue estudiar y describir la citologia
testicular en perros adultos y geriatricos, y
establecer una comparacion entre ambos gru-
pos etarios. Asumiendo una relacién inversa
entre edad y fertilidad (Johnston et al., 2001),
se postula la hipétesis de que los recuentos
celulares totales y parciales entre ambos gru-
pos deberian presentar diferencias bioldgicas
significativas.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

Se realizaron orquiectomias selectivas
a 20 perros con propietarios en el Hospital
Clinico Veterinario de la Universidad Santo
Tomas de Vifia del Mar y en el programa de
control de la poblacion canina y felina del
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Departamento de Salud Municipal de la Ilus-
tre Municipalidad de Limache, Chile.

Mediante examen testicular (tamafio,
simetria, deslizamiento, tono, sensibilidad y
ecografia) se excluyeron del estudio perros
con testiculos retenidos, evidentemente
tumorales y con cualquier signo sugerente de
orquitis. Con el fin de estandarizar los pa-
cientes, se consideraron perros entre 10 y 40
kg de peso. El rango de edad para los perros
adultos se establecio entre 2 y 6 afios (n=10),
y para los perros geriatricos sobre los 8 afios
(n=10).

Obtencién y Procesamiento de las
Muestras

Posterior a la orquiectomia, los testicu-
los se almacenaron en frascos estériles y su-
mergidos en suero fisiol6gico para su trans-
porte al laboratorio y realizar la AAF. Todo
el proceso de preparacion y tincion de las
muestras citologicas se llevo a cabo en el la-
boratorio de patologia del Hospital Clinico Ve-
terinario. La técnica de recogida de muestra
se realizé con una mariposa de 22-G y una
jeringa de 10 ml. El area de la puncién co-
rrespondi6 al centro del testiculo, en el lado
opuesto del epididimo (Gouletsou et al.,
2011). Se realizaron dos punciones en dos
puntos por testiculo. Se aplic6 succion cons-
tante usando la jeringa. La aguja se dirigié
en tres direcciones dentro del testiculo con
movimientos seguros y rapidos, mientras se
mantuvo la succion. Luego, se sujeto la agu-
ja de la mariposa, se liber6 la jeringa y se
retird la aguja. Posteriormente, la jeringa se
llend de aire, se conectd nuevamente a la
mariposa y el contenido se expulsé en una
lamina portaobjetos para realizar un extendi-
do citolégico, que fue secado al aire a tem-
peratura ambiente (Gouletsou et al., 2011).

Para la tincién de las muestras se utili-
z6 May-Grunwald Giemsa, siguiendo el mé-
todo propuesto por Masserdotti et al. (2005)
y Romagnoli et al. (2009). Se peg6 un
cubreobjetos sobre el extendido para obser-
var la muestra con aceite de inmersion
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(1000x). Cada muestra debia contener al
menos 50 células, lo que aseguraria que la
muestra sea adecuadamente celular
(Masserdotti et al., 2005).

En cada muestra se estudiaron 10 cam-
pos al microscopio Optico en los aumentos
40x, 100x, 400x y 1000x, recorriéndolas en
orientacion zigzag, de derecha a izquierda.
En los aumentos 40x y 100x se evaluo la dis-
posicion de las células, su organizacion (aglo-
meraciones/células aisladas) y coloracion del
fondo. Bajo aumento de 400x se reconocie-
ron, clasificaron y contabilizaron las células
por grupo/categoria celular: nimero de célu-
las de Sertoli, nimero de células intersticiales
0 de Leydig, nimero de células rotas (ruptu-
ra de citoplasma/estructuras libres), nimero
de células germinales (incluyen espermato-
gonias, espermatocitos primarios y secunda-
rios y espermatidas tempranas y tardias),
namero de espermatozoides, nimero de cé-
lulas anormales y namero de células
inflamatorias. Ademas se describe la presen-
cia de restos citoplasmaticos (abundante/es-
caso), caracteristicas del fondo de la mues-
tra (liso/granulaciones) y de nucleos desnu-
dos.

Bajo aumento de 1000x, se realizo la
descripcion de la forma celular (redonda/ova-
lada/alargada), tamafio celular (grande/pe-
quefio) y de las siguientes estructuras celula-
res:

- Citoplasma: cantidad (abundante, esca-
s0), coloracién (palido, leve o modera-
damente basdfilo), vacuolas (presente,
ausente), granulaciones (presente, ausen-
te), bordes (definidos, irregulares).

- Ndcleo: forma (redondo, ovalado), ta-
mafio (grande, pequefio), coloracion (po-
bre o densamente tefiido).

- Nucléolo: nimero (Unico, maltiples), for-
ma (redondo, ovalado), tamafio (grande,
pequefio).

- Cromatina: patrén (compacto, acordo-
nado, grueso, delgado, disperso,
puntillado, reticular), figuras mit6ticas
(presente, ausente, frecuente, no fre-
cuente).
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Figura 1. Células testiculares colectadas mediante aspiracion con aguja fina. A. Células de Sertoli
en el centro de la imagen. B. Espermatocitos primarios en el centro de la imagen.

May-Griinwald Giemsa, 1000x

Las células germinales se clasificaron
en un mismo grupo, dado que existe mucha
similitud entre los diferentes estadios de de-
sarrollo celular y deformacion de las células
al momento de la aspiracién (Raskin y Meyer,
2010).

Andlisis Estadistico

Para establecer la relacién entre las
variables cualitativas, células del tejido
testicular y edad de los perros, se realizé una
prueba hipdtesis con Chi-cuadrado. Para tal
efecto, se confecciond una tabla de contin-
gencia y con los datos registrados se calculd
el porcentaje de células por edad (distribu-
cion marginal de la edad) y el porcentaje de
células por categoria celular y edad (distribu-
cion condicional de la edad). Los valores de
la tabla de contingencia se ingresaron al pro-
grama estadistico Winstats estableciéndose
un valor de p<0.05 para determinar la
significancia (Suérez, 2012).

REsuLTADOS Y Discusion

Citologia Testicular
Bajo aumento de 40x se observaron

mayormente campos con alta cantidad de
células, en ocasiones con aglomeraciones,
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pero en general con una distribucién unifor-
me. Los fondos de las muestras se observa-
ron tefiidos en tonos levemente basofilos.

Bajo aumento de 100x se observo la
forma redonda de los distintos tipos celulares
con nucleos bien tefiidos. Los restos
citoplasmaticos, asi como las células rotas,
se hicieron mas visibles. En todos los cam-
pos se observo lisis celular. También se apre-
cio claramente la disposicién en grupo de las
células de Sertoli entre las células germinales.

Bajo aumento de 400x fueron mas evi-
dentes las agrupaciones de las células de
Sertoli con las células germinales, especial-
mente con los espermatocitos primarios. Los
espermatozoides se observaron en agrupa-
ciones de 5 a 20 células. Las espermatidas
tardias estaban bastante tefiidas (basdfilas).
Las células de Leydig se encontraban en poca
cantidad y generalmente aisladas con
nucléolos pequefios.

Bajo aumento de 1000x fue posible dis-
tinguir claramente la forma redonda de las
células germinales y de los nucleos de las
células de Sertoli (Figura 1A), las formas
ovaladas de las células de Leydig y las for-
mas alargadas de las espermatidas tardias.
Las células de Sertoli se observaron de ma-
yor tamafio que las espermatidas y células
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Cuadro 1. Ndmero y frecuencia de células testiculares observadas en dos grupos etarios de
perros en muestras obtenidas mediante puncion y aspiracion con aguja fina

Adultos (2-6 afios)

Geriatricos (>8 afios)

Tipo celular (n=10) (n=10)

n % n %
Células rotas 5,293 58 2,728 5.0
Células de Sertoli 9,370 10.3 6,805 12.3
Células de Leydig 1,143 1.3 953 1.7
Células germinales 52,545% 57.5 28,672" 51.9
Espermatozoides 23,020° 25.2 15,771° 28.6
Células anormales 40° 0.04 293° 0.5
Células inflamatorias 0 0 0 0
Total 91,411° 100.0 55,222° 100.0

ab Superindices diferentes dentro de filas indican diferencias significativas (p<0.05)

Figura 2. Células testiculares colectadas mediante aspiracion con aguja fina. A. Célula de Leydig
en el centro de la imagen. B. Tres células de Sertoli con nucléolos grandes y una célula
de Sertoli con dos nucléolos pequefios. May-Griinwald Giemsa, 1000x

de Leydig; ademas, muchas veces se apre-
ciaban sin su citoplasma y solo como ncleos
desnudos. Su nucleo también era redondo y
en la cromatina se observaba un patron fina-
mente punteado.

No se pudo encontrar ni identificar con
claridad las espermatogonias en ambos gru-
pos de perros, lo cual se podria explicar por
su escasez relativa respecto de otras células
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mas diferenciadas, como los espermatocitos
y espermatidas (Santos et al., 2010). Los
espermatocitos primarios se identificaron
como las células mas grandes (Fig. 1B). Son
de forma redonda, al igual que el nGcleo. La
coloracion del nacleo siempre fue muy
basdfila. Todos los perros, con excepcion de
uno, presentaron células con un dnico
nucléolo, también redondo. En las células de
Sertoli que conservaron su citoplasma intac-
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to, este era abundante, claro, irregular y con
pequefias microvacuolas. Estas observacio-
nes concuerdan con publicaciones previas
(Dahlbom et al., 1997; Santos et al., 2010;
Gouletsou et al., 2011).

Perros Adultos y Geriatricos

En la evaluacién clinica, el 100 y 60%
de los perros adultos y geriatricos, respecti-
vamente, presentaron consistencia testicular
normal. En los geriatricos, tres perros tenian
testiculos flacidos y uno lo tenia duro, sin apre-
ciarse alteraciones ecograficas importantes.
Los valores absolutos y relativos en los re-
cuentos celulares, considerando la categoria
celular y los grupos etarios, se presentan en
el Cuadro 1.

El recuento total de células, consideran-
do ambos grupos etarios, fue 146 633 célu-
las, correspondiendo el 62.3% al grupo de pe-
rros adultos y el 37.7% restante al grupo de
perros geriatricos (p<0.05; Cuadro 1). La
mayor diferencia entre grupos se registro en
la categoria de células germinales y
espermatozoides donde el 64.7 y 59.3% de
estas células fueron registradas en perros
adultos, asi como de células anormales don-
de el 88% se observo en perros geriatricos
(p<0.05; Cuadro 1).

Mas del 50% de las células en cada gru-
po estuvo representado por células
germinales, seguido por los espermatozoides,
que representan la cuarta parte del total de
células. La predominancia de estos grupos
celulares se puede explicar por el orden cre-
ciente de produccion en los tubulos
seminiferos desde espermatogonias,
espermatocitos, espermatidas (tempranas y
tardias) hasta espermatozoides (Santos et al.,
2010).

En perros geriatricos se observo con
frecuencia en las espermatidas tempranas una
irregularidad de los bordes del nucleo y la
cromatina menos compacta y organizada que
en los perros adultos. Estas observaciones
son concordantes con las alteraciones en los
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cambios morfologicos durante la
espermiogénesis que se pueden presentar en
perros viejos (McEntee, 1990; Nelson y Couto,
2000).

Las células de Leydig fueron las de
menor representacion (después de las célu-
las anormales). Su bajo numero es concor-
dante con la menor superficie que ocupa el
espacio intersticial (rodeando a los grandes
tabulos seminiferos) dentro del tejido testicular
(Santos et al., 2010). La caracteristica mas
distintiva del citoplasma de las células de
Leydig fue la presencia de multiples vacuolas
que ocupan practicamente toda la superficie
citoplasmatica (Figura 2A). No se encontra-
ron diferencias en este tipo celular entre pe-
rros adultos y geriatricos. Por otro lado, en
las células de Sertoli de un perro geriatrico
se registraron nucléolos dobles, muy promi-
nentes y de mayor tamafio (Fig. 2B), hallaz-
go que podria corresponder al inicio de un
tumor de células de Sertoli, ya que estas cé-
lulas poseen un Unico nucléolo (Santos et al.,
2010), en tanto que en el tumor de células de
Sertoli se presentan hasta tres nucléolos gran-
des y prominentes (Masserdotti et al., 2005;
Raskin y Meyer, 2010).

El alto nimero de células rotas regis-
trado en ambos grupos es concordante con
lo sefialado por Raskin y Meyer (2010), quie-
nes explican que, en general, la técnica de
aspirado con presion negativa lisa una alta
cantidad de células.

Estos resultados contribuirian a la com-
prension de la disminucion de la funcion
reproductiva en los perros de mayor edad, la
cual podria ser el resultado de varias condi-
ciones como alteraciones en el control hor-
monal de la funcion testicular (Lopate, 2010),
el desarrollo de procesos neoplasicos
testiculares (Masserdotti et al., 2005; Raskin
y Meyer, 2010), la degeneracion testicular
(McEntee, 1990) y, mas especificamente, las
alteraciones en la espermatogénesis
(Masserdotti et al., 2005; Romagnoli et al.,
2009; Lopate, 2010).
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CONCLUSIONES

Los recuentos celulares totales de mues-
tras testiculares obtenidas por punciény
aspiracion con aguja fina indicaron dife-
rencias significativas entre perros adul-
tos y geriatricos.

Los perros adultos presentaron mayor
numero de células germinales y
espermatozoides.

Los perros geriatricos presentaron ma-
yor numero de células anormales.
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