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RESUMEN

La citologia es utilizada para evaluar la composicion celular de los diversos tejidos. Su
uso como método complementario para el diagnostico es bastante frecuente debido a su
bajo costo y lo poco invasivo que es para el paciente, esta es muy util a la hora de evaluar
linfonédulos, ya que puede evidenciar diversas patologias. La toma de muestra para
citologia de linfonédulos es la puncién con aguja fina (PAF). Los linfonddulos
generalmente evaluados mediante citologia son los que se suelen palpar durante el
examen fisico general realizado en consultas de rutina; los linfonddulos submandibular,
preescapular, popliteo, retrofaringeo, axilar e inguinal. Estos se evallan normalmente en
busca de sefiales indicadoras de patologias como dolor, adherencias, aumento de
temperatura o tamafio. La bibliografia estudiada que se refiere a la citologia de linfonddulo
submandibular entrega informacién contradictoria al respecto de la eleccion de este
linfonédulo en especifico para examen citolégico, planteando que podria dar informacién
atil para un diagnostico de patologias sistémicas o de sus zonas de drenaje, pero que se
desestimaria su uso debido a que podria ser de un dificil acceso o entregar informacién
alterada debido al drenaje de la cavidad oral, la que esta mas expuesta a variaciones o a
agentes patégenos. A partir de esta informacion se plantean la hipotesis de que la
citologia de nédulo linfatico submandibular de una muestra obtenida por puncion con
aguja fina es de utilidad diagndstica en el canino.

El presente estudio se realiz6 una evaluacion de la utilidad diagndéstica de la citologia de
linfonddulo submandibular comparandola con citologia de linfonédulo popliteo, tomando
muestras mediante puncion con aguja fina de 25 pacientes clinicamente sanos sometidos
a cirugia de castracion en clinicas veterinarias de diferentes comunas de Concepcion.
Estas muestras fueron tefiidas y evaluadas, realizando un conteo de las distintas células
gue las componen, y luego comparando los resultados en cada linfonédulo, donde se
obtuvo una diferencia significativa, comprobada mediante la prueba de los signos de
Wilcoxon, en la cantidad de células presentes, habiendo mayor presencia de linfocitos
pequefios, medianos y linfoblastos en el linfonddulo submandibular, pero, habiendo una
igual proporcion de células en ambos linfonédulos.

A partir de los resultados obtenidos, se puede concluir que, el linfonédulo submandibular
efectivamente presenta diferencias con respecto al linfonédulo popliteo, sin embargo,
estas diferencias, dependiendo de la patologia, podrian no ser obstaculo para la
obtencion de un diagnéstico. De todas formas, para el diagndstico de cualquier patologia
que no sea exclusivamente de las areas de drenaje del linfonddulo submandibular, se
recomienda el uso de mas de un linfonédulo para asegurar un diagnéstico mas certero.

Palabras claves: Citologia, linfonédulo, puncion con aguja fina, PAF, veterinaria, canino,
linfonddulo submandibular, linfonédulo popliteo.
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ABSTRACT

Cytology is used to evaluate the cellular composition of various tissues. Its use as a
complementary method for diagnosis is quite frequent due to its low cost and how little
invasive it is for the patient; it is very useful when evaluating lymph nodes since it can
demonstrate various pathologies. The sample collection for lymph node cytology is the
fine needle puncture (FNP). The lymph nodes usually evaluated by cytology are those
that are palpated during the general physical examination performed in routine
consultations; the submandibular, prescapular, popliteal, retropharyngeal, axillary, and
inguinal lymph nodes. These are usually evaluated for signs indicating pathology such as
pain, adhesions, increased temperature, or size. The studied bibliography that refers to
submandibular lymph node cytology provides contradictory information regarding the
choice of this specific lymph node for cytological examination, stating that it could provide
useful information for a diagnosis of systemic pathologies or its drainage areas, but that
its use would be discouraged because it could be difficult to access or provide altered
information due to the drainage of the oral cavity, which is more exposed to variations or
pathogenic agents. Based on this information, it is hypothesized that submandibular
lymph node cytology from a sample obtained by fine needle puncture is of diagnostic utility
in the canine.

The present study evaluated the diagnostic usefulness of submandibular lymph node
cytology compared with popliteal lymph node cytology, taking samples by fine needle
puncture from 25 clinically healthy patients who underwent castration surgery in veterinary
clinics in different communities of Concepcién. These samples were stained and
evaluated, making a count of the different cells that compose them, and then comparing
the results in each lymph node, where a significant difference was obtained, proved by
the Wilcoxon sign test, in the amount of cells present, having a greater presence of small,
medium and lymphoblasts lymphocytes in the submandibular lymph node, but, having an
equal proportion of cells in both lymph nodes.

From the results obtained, it can be concluded that the submandibular lymph node does
indeed present differences with respect to the popliteal lymph node; however, these
differences, depending on the pathology, may not be an obstacle to obtaining a diagnosis.
In any case, for the diagnosis of any pathology that is not exclusively of the drainage areas
of the submandibular lymph node, the use of more than one lymph node is recommended
to ensure a more accurate diagnosis.

Keywords: Cytology, lymph nodes, FNAC, veterinary, canine, submandibular lymph
node, popliteal lymph node.



1. INTRODUCCION

La citologia es un método diagnostico que permite conocer las células que componen un
tejido, para a partir de esto determinar su origen o tipo (Roll6on y Martin de las Mulas,
2005). Es un método bastante util, ya que, proporciona informacion, de manera rapida,
facil, y sin ser tan invasivo para el paciente (Cowell et al., 2003). Su precision depende
principalmente de la toma de muestra y de la interpretacién de la misma (Rollén y Martin
de las Mulas, 2005). Combinando la citologia con otros métodos diagndsticos como la
biopsia por puncidn con aguja gruesa, esta puede brindar informacion bastante acertada
de algunas lesiones o neoplasias, y permite evitar la necesidad de realizar examenes
mas invasivos como podria ser una biopsia incisional (Domanski et al., 2005).

Existen diferentes métodos de toma de muestra para citologia, la eleccion depende del
tejido que se busca examinar. Entre estos se pueden encontrar el raspado, para examinar
lesiones de piel, frotis, para examinar mucosas, y puncién con aguja fina (PAF), para el
examen de 6rganos internos, neoplasias, nédulos cutaneos y linfonédulos (Buen de
Arguero, 2001).

Los linfonédulos son érganos linfaticos secundarios que contienen diferentes células del
sistema inmune y que se distribuyen a través del cuerpo de manera estratégica en
distintas zonas de los conductos linfaticos, para drenar la linfa. Esto permite que las
células linfoides identifiquen antigenos y generen una respuesta inmune (Tizard, 2002).
Los linfon6dulos més superficiales, se pueden examinar mediante palpacién, mediante
biopsia y mediante citologia (Radostits et al., 2000)

El aumento de tamafio de los linfonddulos, o linfoadenopatias son patologias
generalmente encontradas en la consulta veterinaria (Thangapandiyan y Balachandran,
2010), y pueden tener diferentes causas, una reaccion inflamatoria aguda, una reaccion
sistémica a alguna patologia, inflamacion crénica, y neoplasias primarias, secundarias o
generalizadas, como es el caso de la leucemia (Radostits et al.,2000). Debido a su
funcién los linfonddulos brindan informacion fundamental, la cual permite guiar el
diagnostico de algunas patologias como carcinoma de células escamosas, fibrosarcoma

y melanoma (Herring, 2002).



En perros y gatos, los linfonddulos que son generalmente palpables son el linfonodulo
submandibular, el preescapular y el popliteo (Cowell et al., 2003), y en situaciones
especificas, el linfonddulo retrofaringeo y el axilar, siendo indicadores de posible
enfermedad (Radostits et al.,2000). En este caso, los linfonédulos de interés son los
submandibulares, un grupo de linfonddulos que se encuentran ventral al angulo de la
mandibula, siendo el medial y el lateral los principales evaluados debido a su tamafio y
superficialidad (Bae et al., 2021), para efectos practicos en esta memoria se mencionara
este conjunto de linfondédulos como uno solo. El linfonédulo submandibular cumple un rol
fundamental en el drenaje de gran parte de la cabeza, incluyendo la cavidad oral (Raskin,
2001). Otro linfonédulo de interés en este caso es el popliteo, el cual se encuentra a la
altura de la articulacion de la rodilla, entre el borde medial del masculo biceps femoral y
el borde lateral masculo semitendinoso, y drena la mitad caudal del miembro posterior
(Mayer et al., 2018)

En una citologia de linfonddulos se pueden observar células de diferentes tipos (Tabla 1)
las cuales pueden ser propias de un paciente sano o podrian ser indicativas de alguna
patologia, como es el caso de las células metastasicas. Una alteracion de la cantidad o
proporcion normal de algunas células también puede indicar un estado patolégico (Cowell
et al., 2003).

Tabla 1. Células identificables en una evaluacién citolégica de nddulo linfatico

Tamafo Citoplasma Nucleo
Linfocitos 7-10 pm Escaso citoplasma | No suele ser
pequefios de color azul claro visible
Linfocitos 9-15 pym De color azuloso con | Visible, redondo
medianos granulaciones ovalado

azurofilicas

Linfocitos Mas de 15 um Color azuloso con | Visible, redondo
grandes 0 granulaciones y
linfoblastos zonas mas oscuras
Células Tamafo medio Azul con vacuolas | Redondo,
plasmaticas mas claras excéntrico




Mastocitos Tamafio medio Posee pequefios | Redondo ovalado
granulos  morados
rojizos
Neutrofilos 9-15 um Claro Segmentado
Eosinofilos 9-15 um Pequefios granulos | Segmentado
rojos
Macréfagos Tamafio variable | Abundante y gris con | Ovalado e
vacuolas irregular
Células Grandes Abundante, gris | Multinucleadas
inflamatorias azuloso
gigantes
Células Todos los parametros son muy variables debido a la naturaleza
metastasicas de estas células.

Fuente: modificado de Cowell et al., 2003

La citologia permite evaluar el estado de los linfonédulos segun la proporcion a la que se
encuentran las diferentes células presentes en estos (Cowell et al., 2003), relacionando
asi una reaccion de los linfonddulos con la proliferacion de linfocitos y macréfagos, la
infiltracion de células inflamatorias 0 metastasicas o la proliferacion de neoplasias
hematopoyéticas (Radostits et al., 2000).

Como se mencion6 anteriormente, la toma de muestra de linfonédulos se realiza por
medio de puncion con aguja fina o puncién aspiracion con aguja fina (PAAF), para realizar
este procedimiento, se debe, primero realizar una correcta asepsia de la zona, luego
sostener con una mano el tejido a evaluar, y con la otra mano puncionar con una aguja
de 22 o 23 gauge (Escalona, 2012). En el PAF, para obtener una cantidad de células
suficiente, la aguja debe retroceder y redireccionarse cambiando levemente el angulo,
para luego volver a introducirla repetidas veces (Martinez, 2008). En cambio, para una
PAAF se debe realizar una aspiracion asociando una jeringa de 10 o 20 ml a la aguja
utilizada, al retraer el émbolo de la jeringa, se genera una presién negativa que extrae las
células del tejido puncionado (Escalona, 2012). Para evaluar la muestra, es necesario

llenar una jeringa con aire e instalar la aguja nuevamente, para luego expulsar el aire a



través de esta y asi poner el material recolectado de la aguja en un portaobjetos (Raskin,
2001). La eleccion entre PAF y PAAF depende del tejido a evaluar, ya que, en tejidos
mas fragiles, como los linfonédulos, o tejidos muy vascularizados, la aspiracion podria
generar dafio, ruptura de las células y/o contaminacién sanguinea de la muestra. Por
esto, en el caso de los linfonédulos, la técnica a eleccion es el PAF (Martinez, 2008).
Aunqgue el linfondédulo submandibular es de gran importancia por su ubicacion y areas
que drena, se cree que el andlisis citolégico de este no permite realizar un diagndstico
certero por si solo, requiere de otros métodos complementarios que aporten mas
informacion para definir un diagnostico seguro (Zuchel, 2021). Ademas, se plantea que
podria en ciertos casos descartarse la opcion de la puncién por aguja fina de este
linfonédulo debido a su ubicacién y dificil acceso (Martinez, 2008).

Dado lo expuesto anteriormente y considerando la informacion bibliografica disponible,
surge la pregunta de investigacion ¢Es posible comprobar la utilidad diagnéstica del

analisis citologico de una muestra de nodulo linfatico submandibular en el canino?



2. HIPOTESIS

Hipétesis Nula (HO):
La citologia del nodulo linfatico submandibular de una muestra obtenida por puncion con

aguja fina no es de utilidad diagndstica en canino.

Hipdtesis Alterna (HA):
La citologia del nddulo linfatico submandibular de una muestra obtenida por puncion con

aguja fina es de utilidad diagndstica en canino.



3. OBJETIVOS

3.1.- Objetivo general

Evaluar la utilidad diagnéstica de la técnica citoldgica aplicada al linfonodulo

submandibular en caninos.

3.2.- Objetivos especificos

1.- Identificar células utiles para el diagndstico citolégico en una muestra de linfonédulo
submandibular en caninos obtenida por puncién con aguja fina.

2.- ldentificar células Utiles para el diagndstico citolégico en una muestra de linfonddulo
popliteo en caninos obtenida por puncién con aguja fina.

3.- Comparar la calidad diagndstica de las muestras de linfondédulo submandibular versus

linfonddulo popliteo en caninos, obtenida por puncion con aguja fina.



4. MATERIAL Y METODO

TAMANO MUESTRAL

En el presente trabajo se realiza una técnica de muestreo por conveniencia, considerando
el flujo y disponibilidad de pacientes, utilizando muestras de noédulo linfatico
submandibular y popliteo de 25 perros clinicamente sanos sometidos a cirugia de
castracion en diferentes clinicas veterinarias de las comunas de Concepcion sin distincion

de sexo o edad.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

En el presente trabajo se incluyen los extendidos citol6gicos procedentes de nédulo
linfatico submandibular y popliteo de perros clinicamente sanos obtenidas entre los
meses de enero a abril de 2024 y muestras que contengan al menos 100 células integras

para su evaluacion.
Se incluyen los extendidos citoldgicos que contengan al menos 100 células integras.

Se excluyen aquellos extendidos citoldgicos procedentes de perros que presenten alguna
condicién patoldgica que involucre las areas de drenaje del nddulo linfatico popliteo o
submandibular y muestras que contengan menos de 100 células integras para su

evaluacion.

MATERIALES

e Jeringas 10 ml.

e Agujas hipodérmicas 23 G.

¢ Portaobjetos con franjas esmeriladas.
e Tincién Diff-quick Merck ®



O

©)

Solucion Metanol
Solucion Eosina
Solucién Basodfila
Azul de metileno
Tampon buffer PH7 2

e Microscopio Olympus® binocular con éptica infinita.
e Programa Microsoft Excel® (2010).

e Programa SPSS ® Statistics 25 (2017).

¢ Notebook Asus VivoBook S14

TIPO DE ESTUDIO

Estudio observacional analitico.

PROCEDIMIENTO DE TOMA DE MUESTRA

La toma de muestra se realiza en pacientes sometidos a procedimientos bajo anestesia

para facilitar el manejo.

La toma de muestra se realiza complementando la técnica descrita por Martinez (2008)

y Escalona (2012):

e Se debe ubicar el nédulo linfatico mediante palpacién y luego sostenerlo entre el

dedo indice y el pulgar.

e Con la mano contraria se debe puncionar el nédulo linfatico con una aguja 23 G

de manera perpendicular

e Una vez insertada la aguja, se debe mover hacia atras y hacia adelante repetidas

veces cambiando levemente el angulo, para asi recolectar material de diferentes

partes del tejido.

e Retirar la aguja y acoplarla a una jeringa de 10 ml llena de aire, para luego poner

el material recolectado sobre un portaobjetos al eliminar el aire de la jeringa

rapidamente.



Luego con otro portaobjetos se debe extender la muestra poniéndolo de manera
perpendicular donde se puso el material colectado y deslizando, a esto se le llama

“técnica de squash” (Figura 1).

Figura 1. Técnica de squash para realizacion del extendido citol6gico

Fuente: Martinez, 2008.

Este proceso debe realizarse en poco tiempo para evitar que la muestra se seque
en la aguja o en el portaobjetos antes de ser extendida.

Luego de extender se debe dejar secar la muestra para luego proceder a la tincion.
Las muestras son tefiidas con Diff-quick, una tincién rapida de Romanowksy,
compuesta por 3 soluciones, un agente fijador, solucién | (un colorante
eosinofilico) y solucion Il (un colorante basofilico). La técnica se realiza segun
indican Hocke et al. (2017) y Kellogg et al. (1996):

1.- Las laminas con la muestra citolégica son dejadas al aire hasta que estén
secas.

2.- Una vez secas, las laminas se sumergen por 1 minuto en la solucion de fijacion.
3.- Posteriormente las laminas se sumergen por 1 minuto en la solucion I.

4.- Luego se sumergen por 1 minuto en la solucién Il.

5.- Las laminas se enjuagan con agua destilada para eliminar cualquier exceso de

solucion y se dejan secar, para ser evaluadas al microscopio.



EVALUACION DE LAS MUESTRAS

Las laminas citolégicas son tefiidas con Tincidn de Diff-quick. Por cada nodulo linfatico
se obtiene un extendido citoldgicos. Cada extendido se evalla completamente y se eligen
5 campos representativos con aumento 40x.

Las variables a considerar para la evaluacion de la calidad de las muestras son cantidad
total de células obtenidas, cantidad de células nucleadas, proporcion de células
nucleadas / Glébulos rojos, y células lisadas o rotas, que, por lo tanto, no son aptas para
diagnostico.

Se consideran “células utiles para el diagnéstico” a todas aquellas células nucleadas

presentes en la muestra sin distincion del tipo celular.

ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis se realiza con la utilizacion de la prueba Shapiro-Wilk, para determinar si los
datos presentan una distribucion normal, a partir del resultado de esta prueba se
establece si se utilizara T de student, para la distribucion normal, o la prueba de los signos
de Wilcoxon, si no hay distribucion normal. Con estas pruebas estadisticas se pueden
comparar los resultados obtenidos por cada observacion y determinar si la diferencia

entre ellos es o no significativa.
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5. RESULTADOS

Se toman muestras de 32 perros, machos o hembras clinicamente sanos, tanto del
linfonédulo submandibular como el popliteo, obteniendo asi 2 muestras por cada
paciente, un total de 64 muestras. Estas son visualizadas en el microscopio a su totalidad,
y se seleccionan 5 campos en aumento 40x donde se realiza el conteo de células y
estructuras presentes; linfocitos pequefos, linfocitos medianos, linfoblastos, nucleos
desnudos, polimorfos nucleares neutréfilos, cuerpos linfoglandulares, nucleos rotos,
hemosiderina y eritrocitos. De las 64 muestras analizadas, hay 21 en las cuales no se
encuentran células a la observacion en el microscopio (muestras acelulares), quedando
para estudio solo 25 pacientes al eliminar los que tuvieran las 2 muestras acelulares, sin
embargo, se siguen considerando para estudio a los pacientes que tengan solo una

muestra acelular (Tabla 2).

Tabla 2. Nomero de muestras obtenidas y analizadas

Numero de pacientes 32
Pacientes descartados 7
NUmero de muestras 64
Numero de muestras 21
acelulares

NUumero de muestras 43
analizadas

Fuente: elaboracion propia.

En el conteo realizado, el promedio de presencia de todas las estructuras fue mayor en
el linfonodulo submandibular en todos los casos excepto en los eritrocitos, ya que hubo

mayor presencia de eritrocitos en las muestras de linfonodulo popliteo (Tabla 3).

11



Tabla 3. Promedio del conteo de diferentes estructuras a la citologia de linfonédulos

submandibular y popliteo.

Linfonodulo Linfonddulo popliteo

Submandibular

Nro % Nro %
Linfocitos 133,61 68,9% 21,58 64,6%
pequefos
Linfocitos 55,87 28,8% 10,76 32,2%
medianos
Linfoblastos 4,19 2,16% 1,06 3,17%
Nucleos desnudos 6,52 3,37% 2,74 8,20%
Polimorfo nuclear 0,62 0,32% 0,34 1,01%
neutrofilo
Cuerpo 0,32 0,16% 0,10 0,29%
linfoglandulares
Nucleos rotos 0,41 0,21% 0,24 0,71%
Hemosiderina 1,27 0,65% 0,01 0,02%
Eritrocitos 8,2 4,23% 28,31 84, 7%

Fuente: elaboracion propia.

Al analizar la proporcion en porcentaje, de la presentacion de células en ambos
linfonddulos, se observa que esta es bastante similar en el popliteo como en el
submandibular, a pesar de que el promedio de células en ambos sea bastante diferente
sobre todo en los distintos tipos de linfocito, ya sea pequeiio, mediano o linfoblasto.

12




Figura 1. Proporcién porcentual de los diferentes tipos de linfocito presentados en ambos
linfonddulos.

LINFONODULO SUBMANDIBULAR LINFONODULO POPLITEO

M Linfocitos pequefios M Linfocitos medianos M Linfoblastos M Linfocitos pequefios M Linfocitos medianos M Linfoblastos

Fuente: elaboracion propia.

Los datos no tienen una distribucion normal, lo que se comprueba mediante la prueba
Shapiro-Wilk, por lo que T de Student no es una prueba util para analizar los resultados,
y €s necesario recurrir a pruebas no paramétricas, las cuales son orientadas al analisis
de conjuntos de datos que no tienen distribuciébn normal. A partir de esto se seleccioné
para el analisis de datos la prueba de Wilcoxon, mediante la cual se pudo determinar que,
hay una diferencia significativa entre las cantidades de linfocitos pequefios, linfocitos
medianos, linfoblastos y presentacién de hemosiderina.
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6. DISCUSION

En el presente estudio se encontrd que al evaluar la poblacién celular de los linfonédulos
submandibular y popliteo hay una gran semejanza en la proporcidon de células
presentadas, sin embargo, esta no concuerda con la proporcion establecida como normal
para los linfonédulos en la bibliografia, donde se plantea que un 75%-90% de las células
deben ser linfocitos pequefios, un 5%-10% linfocitos medios y menos de un 5% de
linfocitos medianos (Alleman, 2017). Por otro lado, hay una diferencia significativa en la
cantidad de células presentes que son las principales utilizadas para el diagndstico de
diferentes patologias, linfocitos pequefios, medianos y linfoblastos, habiendo una mayor

celularidad en el linfonédulo submandibular.

Ademas de las células que se observé en las muestras, (linfocitos pequenios, linfocitos
medianos, linfoblastos, nudcleos desnudos, polimorfos nucleares neutréfilos, cuerpos
linfoglandulares, nacleos rotos, hemosiderina y eritrocitos) hay algunas clasificaciones o
tipos celulares que no fueron analizados en este estudio, ya sea porque no se
encontraban debido a que el paciente no presentaba este diagnostico en especifico al
gue se relacionan, como podria ser la presencia de células metastasicas en pacientes
oncolégicos (Meichner, 2023), o porque no fueron evaluadas, como podrian ser las
células plasmaticas, inmunoblastos, centroblastos, o el conteo de mitosis presentes en
los campos, lo cual se asocia, entre otras estructuras mas, principalmente a la reactividad
del linfonédulo (Teske, 2014). El estudio de estas células mas detalladamente en la
citologia podria dar un resultado méas acertado acerca del comportamiento del linfonédulo
submandibular y su posible reactividad comparado con otros linfonddulos.

Al momento de evaluar una muestra de citologia de linfonddulo, los tres principales
resultados que se pueden conseguir son; muestra normal o no concluyente, linfonodulo
reactivo o hiperplasico, o linfoma (Meichner, 2023). En el caso de los linfonddulos
hiperplasicos o reactivos, estos son identificados porque, a pesar de tener un predominio
de linfocitos pequefios, tienen una mayor cantidad de linfocitos medianos vy linfoblastos,

ademas de tener presencia de células plasmaticas. En cuanto al linfoma, este tiene
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muchas presentaciones y tipos, sin embargo, algo que suele caracterizarlo es la alta
presencia de linfoblastos inmaduros a la citologia (mas de un 50% de las células) (Ewing,
2024).

Se plantea que el linfonédulo submandibular no deberia ser de eleccion para el analisis
citolégico ya que, debido a su area de drenaje, esta constantemente expuesto a
antigenos, lo que lo podria mantener constantemente en un estado reactivo (Teske,
2014) y que podria enmascarar un diagnostico de linfoma (Selting, 2014). Ademas, por
Su ubicacion, es comun que se puncione por error la glandula salival mandibular en vez
del linfonodulo (Teske, 2014). En el caso de este estudio no hubo punciones de glandulas
salivales, sin embargo, los articulos citados consideran un tamafio muestral mucho mas
grande en comparacion, por lo que esto podria afectar en la cantidad de punciones
incidentales. Por otro lado, si hubo mas muestras acelulares o no diagnosticas en el
linfonédulo submandibular que en el popliteo, lo que podria relacionarse con lo

mencionado anteriormente acerca del acceso a este linfonddulo.

Para la obtencion de resultados que den mas informacién, o informaciéon mas util al
respecto de la utilizacion de citologia en el linfonédulo submandibular, seria necesario
realizar estudios con un mayor tamafio muestral, y que incluyan una evaluacién mas

detallada o especifica de las células presentes.
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7. CONCLUSION

A partir de los resultados obtenidos durante este estudio, se puede concluir que el
linfonédulo submandibular si podria ser util en el diagndstico de ciertas patologias, sobre
todo si estas estan asociadas a la identificacion de células en especifico, como podria
ser el caso de carcinomas o la identificacion de metastasis. Sin embargo, al momento de
identificar reactividad en un linfonddulo, o para el diagnostico de linfoma, el resultado de
la citologia del linfonédulo submandibular podria no ser certera. Por esto, al evaluar un
proceso patoldgico, si este no esta estrictamente asociado a las areas de drenaje del
linfonddulo submandibular, se recomienda el uso de mas de un linfonédulo para asegurar
un resultado mas confiable.
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9. ANEXOS

Anexo 1. CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA UTILIZACION DE MUESTRAS
OBTENIDAS POR PUNCION CON AGUJA FINA (PAF) DE NODULO LINFATICO
SUBMANDIBULAR Y POPLITEO

Propietario: RUT:
Domicilio:

Paciente: Especie:
Sexo: Edad:

Quien suscribe expresa su conformidad y autoriza a KAREN STOCKLE CORNEJO,
alumna tesista de la Universidad San Sebastian y a quién ella solicite colaboracion, para
obtener muestras citoldgicas de noédulo linfatico submandibular y popliteo en paciente
bajo anestesia quirdrgica.

Se deja constancia que la obtencion de la muestra no implica riesgos ni complicaciones

para el paciente.

CERTIFICO CON MI FIRMA QUE HE LEIDO Y COMPRENDIDO LA PRESENTE
AUTORIZACION

FECHA:

Nombre y firma Propietario
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Anexo 2. PRUEBA DE WILCOXON PARA ELEMENTOS CON DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA.

Prueba de los signos de Wilcoxon para linfocitos pequefios

Signos Observados Suma Esperados
Positivo 17 166 85.5
Negativo 1 5 85.5

Cero 0 0 0

Todos 18 171 171

Varianza 527.25
Ajuste por empates 0
Ajuste por ceros 0

Varianza ajustada 527.25

HO: El conteo de linfocitos pequefios en linfonddulo popliteo es igual al conteo en el

linfon6dulo submandibular.

z 3.506
p>|z] 0.0005
Valor p 0.0001

A partir de estos resultados se rechazaria la hipétesis nula establecida, definiendo que
hay una diferencia significativa entre el conteo de linfocitos pequefios en el linfonédulo

submandibular y popliteo.

Prueba de los signos de Wilcoxon para linfocitos medianos

Signos Observados Suma Esperados
Positivo 14 159 85
Negativo 13 11 85
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Cero 1 1 1

Todos 18 171 171
Varianza 527.25
Ajuste por empates 0
Ajuste por ceros -0.25
Varianza ajustada 527

HO: El conteo de linfocitos medianos en linfonddulo popliteo es igual al conteo en el

linfon6dulo submandibular.

z 3.223
p>|z] 0.0013
Valor p 0.0005

A partir de estos resultados se rechazaria la hipétesis nula establecida, definiendo que
hay una diferencia significativa entre el conteo de linfocitos medianos en el linfonédulo

submandibular y popliteo.

Prueba de los signos de Wilcoxon para linfoblastos

Signos Observados Suma Esperados
Positivo 14 153 82.5
Negativo 1 12 82.5
Cero 3 6 6
Todos 18 171 171
Varianza 527.25
Ajuste por empates -0.38
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Ajuste por ceros -3.50

Varianza ajustada 523.38

HO: El conteo de linfoblastos en linfonédulo popliteo es igual al conteo en el linfonddulo

submandibular.

z 3.082
p>|z| 0.0021
Valor p 0.0010

A partir de estos resultados se rechazaria la hipétesis nula establecida, definiendo que
hay una diferencia significativa entre el conteo de linfoblastos en el linfonédulo

submandibular y popliteo.

Prueba de los signos de Wilcoxon para hemosiderina.

Signos Observados Suma Esperados
Positivo 9 126 67.5
Negativo 1 9 67.5

Cero 8 36 36

Todos 18 171 171

Varianza 527.25
Ajuste por empates 0

Ajuste por ceros -51.00

Varianza ajustada 476.25

HO: El conteo de hemosiderina en linfonddulo popliteo es igual al conteo en el linfonédulo

submandibular.

23



z 2.681
p>|z] 0.0073
Valor p 0.0039

A partir de estos resultados se rechazaria la hipétesis nula establecida, definiendo que
hay una diferencia significativa entre el conteo de hemosiderina en el linfonddulo

submandibular y popliteo.
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Anexo 3. FOTOMICROGRAFIAS DE MUESTRAS DONDE SE INCLUYE LAS
DIFERENTES CELULAS Y ESTRUCTURAS EVALUADAS.
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1. Linfocito pequeno
2. Linfocito medio
3. Linfoblasto
4. Nucleo desnudo
5. Polimorfonuclear neutréfilo
6. Cuerpo linfoglandular
7. Hemosiderina
8. Nucleos rotos

Fuente: elaboracion propia
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Anexo 4. PROTOCOLO DE CUIDADO Y USO DE ANIMALES.

Cdédigo asignado por el Comité

Fecha envio Version 1 11/12/23

Versién (marcar con X) 1X ‘ 2 ‘ 3 ‘ 4 ‘ Otra:
Fecha envio (formato xx/xx/xxxx) 11/12/2023

Fecha aprobacién (formato xx/xx/xxxx)

Versién aprobada

ANTECEDENTES ADMINISTRATIVOS

1.1 Titulo del proyecto/ protocolo/ actividad:

Utilidad diagndstica de la técnica citoldgica aplicada al linfonddulo submandibular en la especie canina
(Canis lupus familiaris)

1.2 Fuente de Financiamiento(s) y nimero asignado por la agencia en caso que corresponda

NO APLICA

1.3 Indicar si esta investigacion es: proyecto piloto; unidad de investigacion/ tesis de pregrado/
doctorado/ magister/ docencia/extension/ demostracion (etc.):

Memoria de titulo Universidad San Sebastian

1.4 Otras instituciones participantes (ejemplo: INACH, industria, otras universidades, identificacion
del predio, clinica veterinaria, etc.)

1.5 EQUIPO (copie y pegue la tabla tantas veces como sea necesario).

Si planea reclutar personal, pero aun no lo ha hecho, identifiquelo como NN e indique qué capacitacion deberia
tener. Recuerde que toda nueva inclusion de personal debe ser informada al comité mediante una enmienda antes
de que la persona comience su trabajo con animales.

Nombre Analia Henriquez
Institucion Universidad San Sebastian
Email ana.henriquez@uss.cl
Categoria académica si corresponde | Docente

Rol en este proyecto (marque con una X el rol o roles que corresponda)
v" XProfesor guia v" [JAcadémico Responsable USS
Uinvestigador principal Tesista doctorado

[Jlab manager (Tesista de pre-grado

[OPersonal técnico o profesional [lEstudiante de pre o postgrado

Clotro

AN N NI

OProfesional externo

AN NI NERN
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Capacitacién formal en Etica Animal S| (Adjunte certificado) NO
Marcar con X dentro del cuadrado:

Funcidn y técnicas a realizar en este protocolo (ej: Alimentacién, cirugia, estudios de comportamiento,
etc.) Indicar N/A si no realizara manejo animal directamente y pase al punto 1.6

Experiencia previa en manejo animal. Sl (indicar)
Marcar con X dentro del cuadrado e indique | - Quién lo capacité?
- Aios de experiencia en las
funciones
- técnicas a realizar en este
protocolo
NO (indicar)
- quién lo capacitard en las
funciones
- técnicas a realizar en este
protocolo:
Nombre Karen Stockle Cornejo
Institucion Universidad San Sebastian
Email k.stockle@correo.uss.cl
Categoria académica si corresponde

Rol en este proyecto (marque con una X el rol o roles que corresponda)

v" OProfesor guia v [JAcadémico Responsable USS
v" Olnvestigador principal v" OTesista doctorado
v’ Dllab manager v" XTesista de pre-grado
v" OPersonal técnico o profesional v [Estudiante de pre o postgrado
v" OProfesional externo v Ootro

Capacitacién formal en Etica Animal SI (Adjunte certificado) NO

Marcar con X dentro del cuadrado:

Funcidn y técnicas a realizar en este protocolo (ej: Alimentacién, cirugia, estudios de comportamiento,
etc.) Indicar N/A si no realizara manejo animal directamente y pase al punto 1.6

Toma de muestras, puncidn con aguja fina de los linfonédulos submandibular y popliteo.

Experiencia previa en manejo animal. Sl (indicar)

Marcar con X dentro del cuadrado e indique | - Quién lo capacité?

- Aios de experiencia en las
funciones

- técnicas a realizar en este
protocolo

NO (indicar)

- quién lo capacitard en las
funciones

- técnicas a realizar en este
protocolo:
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1.6 EN CASO DE UNA EMERGENCIA CON LOS ANIMALES EN HORARIO NO LABORAL AVISAR A:

Nombre: NO APLICA Teléfono:

Nombre: Teléfono:

PROPOSITOS Y JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

2.1 FUNDAMENTACION CIENTIFICA: Sefiale de qué se trata el proyecto, indique el modelo animal y la
relevancia principal. (250 palabras)

En este proyecto se analizaran muestras citologicas de linfondédulo submandibular y
popliteo, para asi evaluar su utilidad diagnéstica mediante el analisis y comparacion de
los extendidos citolégicos correspondientes a cada linfonddulo. Para esto se requiere
tomar muestras de 32 pacientes caninos clinicamente sanos.

El proyecto tiene como objetivo establecer si es realmente Util realizar citologia del
linfonddulo submandibular para acercarse a un diagndstico, considerando la informacion
bibliografica que plantea conclusiones diferentes o incluso contradictorias con respecto
a la eleccion de este linfonddulo en especifico para la realizacion de la técnica citolégica.

2.2 HIPOTESIS o PREGUNTA DE INVESTIGACION

La citologia de nodulo linfatico submandibular de una muestra obtenida por puncién con
aguja fina no es de utilidad diagnéstica en el canino.

2.3 OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO:

Evaluar la utilidad diagnostica de la técnica citoldgica aplicada al linfonédulo
submandibular en el canino.

2.5 OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL PROYECTO (OE) LUGAR DE REALIZACION éUtiliza
(indicar USS u otro) animales?
OE 1 (dentificar células utiles para el diagndstico citoldgicolUniversidad San Sebastian Si

en una muestra de linfonédulo submandibular en
caninos obtenida por puncion con aguja fina

OE 2 (Identificar células tiles para el diagndstico citoldgicolUniversidad San Sebastian Si
en una muestra de linfonddulo popliteo en caninos
obtenida por puncidn con aguja fina.

OE3 (Comparar la calidad diagndstica de las muestras delUniversidad San Sebastian No
linfonédulo  submandibular  versus linfonédulo
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popliteo en caninos, obtenida por puncion con aguja
fina.

3: DISENO DEL ESTUDIO y JUSTIFICACIONES

Tipo de animal(es)

Especie(s
(de laboratorio; granja; silvestre; compaiiia; Otro) P (s)

Animales de compaiiia . .
Canis lupus familiaris

3.1 JUSTIFICACION DEL USO DE ANIMALES Y DE LA ESPECIE SELECCIONADA Justifique por qué requiere usar
animales versus modelos alternativos y por qué requiere usar la(s) especie(s) en particular versus otras especies
(maximo 250 palabras)

Debido a la falta de informacidn en esta area, y considerando la disponibilidad de pacientes y dificultad del
procedimiento, se selecciona al perro (Canis lupus familiaris) como la especie de estudio.

3.2 DESCRIPCION DEL DISENO DEL ESTUDIO

Describa los procedimientos del proyecto y su temporalidad, para cada grupo de animales. Identificar grupos
controles y tratamientos en caso de que corresponda. Indique el n (n=nimero) de cada grupo y el n total por
objetivo. Mencione las variables que seran cuantificadas y que seran objeto de andlisis estadistico posterior.

En caso de animales silvestres: incluir zonas geograficas, poblaciones, nimero de réplicas, niUmero maximo de
individuos. Incluir método de captura.

Debe incluir uno o mas diagrama(s) de flujo, que incluya los grupos de animales, controles, tratamientos, tiempos,
n de animales, parametros/variables a analizar, etc.

Se realizara la toma de muestra en 32 pacientes caninos clinicamente sanos sometidos al
procedimiento de castracion en diferentes clinicas veterinarias de comunas de Concepcion.

Para la obtencion de la muestra se realizara una puncién con aguja fina de los linfon6dulos
submandibular y popliteo de cada paciente. Esta muestra de células se extiende en un
portaobjetos inmediatamente después de la puncién, y una vez seco se tifie para su evaluacion.

3.3 DETALLE DE ANIMALES A UTILIZAR POR OBJETIVO ESPECIFICO (OE)
Indique el nimero de animales a utilizar seguin especie, cepa, peso, sexo y estado de desarrollo. Verifique que sea
coherente con el diagrama de flujo.

OE 1 | Especie/ Cepa: Edad/ estado Peso Sexo Numero
desarrollo

Perro doméstico Adulto

Estado de conservacién de la especie en Chile (en | Requiere Autorizacién SAG/ Sernapesca/otro
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de cazay | (Si/No)
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clasificacion de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)

MASCOTA NO
OE 2 | Especie/ Cepa: Edad/ estado Peso Sexo Numero
desarrollo
Perro doméstico Adulto
Estado de conservacion de la especie en Chile (en | Requiere Autorizacion SAG/ Sernapesca/otro
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de cazay | (Si/No)
clasificacion de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)
MASCOTA NO
OE 3 | Especie/ Cepa: Edad/ estado Peso Sexo Numero
desarrollo
Estado de conservacion de la especie en Chile (en | Requiere Autorizacion SAG/ Sernapesca/otro
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de cazay | (Si/No)
clasificaciéon _de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)
OE 4 | Especie/ Cepa: Edad/ estado Peso Sexo Numero
desarrollo

Estado de conservacion de la especie en Chile (en
peligro / vulnerable/rara/N/A) (revisar Ley de cazay
clasificacion de especies del Ministerio de Medio
Ambiente)

Requiere Autorizacion
(Si/No)

SAG/ Sernapesca/otro

*Numero TOTAL A UTILIZAR =

32

3.4 JUSTIFICACION DEL NUMERO DE ANIMALES

Justifique nimero de animales (n) a utilizar, incluya el célculo del tamafio muestral, incluyendo la/s formula/s,
valores de variables para el célculo y fundamente si es que existe una excepcion. Considere si tendra un porcentaje
de pérdida de animales y justifique.
Puede apoyarse en https://www.nc3rs.org.uk/experimental-design-assistant-eda

El nimero de animales a utilizar se decidié por conveniencia, considerando el flujo y la disponibilidad de pacientes.
Se tomaran muestras de 32 pacientes.
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SECCION 4. DETALLE DEL USO DE ANIMALES

4.1 ORIGEN DE LOS ANIMALES (identifique el origen de los animales)

Los animales se seleccionaran entre los pacientes que acudan a diferentes clinicas veterinarias de comunas de
Concepcion para someterse a cirugia de castracion.

4.2 MANTENCION DE LOS ANIMALES:

Lugar de mantencidn durante el desarrollo del estudio

Encargado del lugar de mantenciéon (Nombre y correo
electrdnico)

¢éSe utilizarad enriquecimiento ambiental? Describalo o
justifique la no utilizacion

Caracteristicas del lugar de mantencidn:

Densidad animal, area disponible por animal, tipo de
comida, disponibilidad de agua, etc.

Condiciones de temperatura, humedad y fotoperiodo

Lugar de procedimientos y su ubicacion fisica

Método(s) de Identificacidon del animal

En caso de transporte de los animales, describa las
condiciones en que se realizara el movimiento de estos
y la duracién del viaje.

SECCION 5. PROCEDIMIENTOS A REALIZAR CON LOS ANIMALES

5.1 PROCEDIMIENTOS NO QUIRURGICOS

Detalle los procedimientos NO QUIRURGICOS, incluyendo aquellos realizados bajo anestesia.

Ejemplos: administracion de sustancias, obtencion de muestras, métodos de sujecion o inmovilizacidn, etc.
Indicar en detalle las vias de administracion, de obtencidon de muestras, caracteristicas del material a utilizar,
frecuencia, volumen, etc.

Se realizard la toma de muestra para citologia mediante puncidn con aguja fina (PAF) de los linfonddulos
submandibular y popliteo.
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5.2 PROCEDIMIENTOS QUIRURGICOS
Escriba aqui el detalle de los procedimientos quirurgicos a realizar:

No se realizardn procedimientos quirurgicos.

a) Indique las medidas de apoyo Suero Ungliento oftalmico

intraoperatorio. Marcar con una X.
Calor (indique como lo

proporcionara):

Otro (indique):

b) Métodos de asepsia durante la cirugia:

c) Condiciones del lugar donde se efectuara el procedimiento quirurgico.

d) Si el o los procedimientos(s) quirargico(s) incluye(n) supervivencia del animal, defina la duracién y cuidado
del periodo postoperatorio inmediato y mediato. Indique la frecuencia de los cuidados. Identifique a la persona
responsable.

SECCION 6. BIENESTAR ANIMAL

6.1 IMPACTO EN EL BIENESTAR ANIMAL

¢éSe espera que los procedimientos no-quirdrgicos o quirdrgicos tengan un impacto negativo en el bienestar animal
gue pueda ser reducido a través de un manejo adecuado?

Explique el manejo adecuado segun el impacto esperado

La puncion con aguja fina (método de toma de muestra para citologia) es un método bastante amigable con el
paciente, es muy poco invasivo y rapido de realizar. Ademas, la toma de muestras se realizara en pacientes
anestesiados, por lo que el impacto para el paciente es casi nulo.

6.2 SUPERVISION
Indique frecuencia y periodo de supervision de los animales en caso de ser requerido. Recuerde esta informacion
también debe quedar establecida en la pauta de supervision, ficha clinica o de hospitalizacidn de los animales.

éAnexa la (s) pauta(s) de supervision de los animales o no aplica?, marcar con una X SI

Recuerde esta pauta debera ser ESPECIFICA, es decir, aplicable al procedimiento al que se va a x |NO

someter cada animal. (ver ejemplo) A
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6.3 ANESTESIA Y ANALGESIA

Indique los compuestos que utilizard para inducir anestesia, analgesia y otros cuidados paliativos, es decir, incluya
antiinflamatorios, tranquilizantes y sedantes. En caso de que utilice compuestos para revertir el efecto de la
anestesia, incluyalo.

Detallar nombre del compuesto, dosis, via de administracion y frecuencia

A criterio del médico veterinario que se encargue de la anestesia del paciente durante el procedimiento de
castracion.

SECCION 7. FINAL

Si el estudio implica un procedimiento que debido a su naturaleza podria tener que interrumpirse, si el estudio
implica eutanasia o el procedimiento quirdrgico estd asociado a la posibilidad de tener que eutanasiar al animal,
debe completar las siguientes tablas:

7.1. CRITERIOS INTERRUPCION CON SOBREVIVENCIA
Describa el o los criterios para interrupcion del trabajo con animales y los indicadores que permitirdn una
sobrevivencia en condiciones de bienestar adecuadas

No se realiza

7.2. CRITERIOS Y METODOS DE EUTANASIA COMO PUNTO FINAL HUMANITARIO o FINAL DEL ESTUDIO
Describa el o los criterios para interrupcién del trabajo con animales que indicarian la eutanasia y los métodos
correspondientes (método, compuesto, dosis y via)

No se realiza

Puede ingresar a link: AVMA Euthanasia 2020. (American Veterinary Medical Association Guidelines for the
Euthanasia of Animals: 2020 Edition) y consultar los métodos aceptados por especie.
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