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Titulo del proyecto: Impregnacion de reticulina para diagndstico de

mielofibrosis. Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025
Resumen

El presente estudio se planted como principal objetivo evaluar la funcion de
verosimilitud de la impregnacion de reticulina para el diagnostica de fibrosis
medular en muestra de médula 6sea en la Clinica Centenario Peruano Japonesa,
2025. A nivel internacional la fibrosis medular es un criterio clave en el
diagnostico de neoplasias mieloproliferativas, aunque los sistemas actuales de
clasificacion presentan limitaciones por su caracter subjetivo y semicuantitativo.
Existen técnicas como la impregnacion de reticulina que permiten visualizar la
red de fibras colagenas, pero su aplicacion varia entre paises. En el ambito
nacional, el Per enfrenta serias dificultades para implementar evaluaciones
histologicas especializadas en enfermedades hematoldgicas cronicas lo que
retrasa el diagnostico y tratamientos adecuados. No se dispone de estudios
sistematicos que documenten la frecuencia o el impacto de la fibrosis medular.

A nivel local, en la clinica Centenario Peruano Japonesa, se ha identificado una



creciente necesidad de herramientas diagnésticas mas precisas, pero la
impregnacion de reticulina atin no se emplea en forma rutinaria. Esta situacion
representa una brecha técnica que limita el abordaje integral del paciente. El
enfoque es cuantitativo, el tipo de estudio es Observacional, Transversal y el
disefio Descriptivo-Correlacional. La muestra estard compuesta por tejidos
humanos obtenidos mediante procedimientos quirurgicos como biopsias, que
son habitualmente procesados en el laboratorio de Anatomia Patoldgica de la
Clinica Centenario Peruano Japonesa durante el periodo de estudio. Asimismo,
se aplicaran métodos de observacion y analisis microscopico para evaluacion y
pericia del médico Anatomo Patdlogo. Los datos se registraran en fichas de

recoleccion de datos disefiadas para este proposito.

Palabras clave: Funcion de verosimilitud, Reticulina, fibrosis medular, médula 6sea.

8.

Contextualizacion del problema

8.1. Planteamiento problema

La medula dsea es el Sistema Inmunitario Central. La médula 6sea es conocida
como el sitio de la hematopoyesis. Ademds, es un importante lugar de
almacenamiento para las células B y T de memoria especificas de antigenos. Es
la materia blanda ubicada dentro de los huesos estos producen células

sanguineas, la fibrosis medular es un tipo de cdncer de medula 6sea (1).

La evaluacion precisa de la fibrosis de la médula 6sea es clave para el
diagnostico y evaluacion de pacientes con neoplasias mieloproliferativas (NMP)
(2). Las NMP son poco frecuente su incidencia en paises occidentales se estimd
entre 0.4 a 1.4 casos por cada 100,00 personas, la edad promedio de diagndstico
es entre los 50 a 69 afios con mayor frecuencia en el sexo masculino (3). En el
Pert no se encontraron fuentes oficiales o estudios recientes que proporcionen una tasa

de incidencia local.

La evaluacion de la fibrosis y el impacto es un componente clave del informe de
trepanacion de médula 6sea (TMO) en pacientes investigados por una neoplasia
mieloproliferativa (NMP) (4). Laboratorios de anatomia patologica emplean
técnicas de impregnacion de reticulina (coldgeno tipo III) que forman una red
delicada de estructuras delgadas y lineales con condensacion variable alrededor

del hueso y los vasos sanguineos dentro de la médula normal (5).



Es por ello, que los criterios de consensos europeos para la fibrosis son
subjetivos, la cuantificacion de las caracteristicas de la biopsia de medula 6sea
incluye parametros basicos como la celularidad y el contenido fibroso (6, 7). El
sistema de clasificacion mas utilizada es el de Bauermeister de 1971 con escalas
de 0 a 4 y el sistema de consenso europeo con escalas de 0 a 3, estos sistemas
sufren limitaciones ya que dependera del procesamiento preanalitico, la

inconsistencia de la tincion y la falta de un estandar interno (8).

La fibrosis patologica en el momento del diagndstico o durante la progresion de
la enfermedad refleja un aumento en la deposicion de reticulina, junto con otros
subtipos de colageno que incluyen el tipo 1. Se ha evidenciado que la cantidad de
impregnacion de reticulina en la médula 6sea no muestra correlacion con la gravedad
de la enfermedad, mientras que la presencia de colageno tipo 1, detectada mediante
tincién tricrdmica, se asocia con una enfermedad mas agresiva y de peor

pronostico. (5,9)

Mientras la funcion de verosimilitud o Likelihood Ratio (LR) es una medida
estadistica que evalia cuanto se modifica la probabilidad de una enfermedad
después de conocer el resultado de una prueba diagndstica. Un cociente de
verosimilitud mayor que 1 indica la presencia de enfermedad, mientras que un cociente
de verosimilitud menor que 1 indica la ausencia de enfermedad. Mientras mas alejados
estén los cocientes de 1 mas precisa sera la presencia o ausencia de la enfermedad, es

por ello que resalta una brecha en la investigacion en estudios clinicos (10,11).

Actualmente no se encuentra con investigaciones que evalien de manera
sistematica el impacto clinico y diagnostico de la fibrosis medular a través de
estudios histoldgicos ya que la impregnacion de reticulina no se emplea en forma
rutinaria en las evaluaciones de médula d6sea, lo que representa una brecha
diagnostica. Ademas, al no contar con datos locales sistematizados sobre la
frecuencia o severidad de la fibrosis medular diagnosticada mediante la
impregnacion de reticulina, la toma de decisiones clinicas se ve afectada por falta

de sustento histolédgico.

Es por ello que la presenta investigacion pretende evaluar la funcion de
verosimilitud de la impregnacion de reticulina como herramienta diagndstica
para la identificacion de fibrosis medular en muestra de médula dsea, en la

Clinica Centenario Peruano Japonesa en el 2025.



8.2. Formulacion de problema
8.2.1. Problema general

(Cual es la utilidad de la impregnacion de reticulina como método
diagnostico de la mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano Japonesa,

20257
8.2.2. Problemas especificos

1. (Cuéles la sensibilidad y especificidad de la impregnacion de reticulina
en comparacion con otros marcadores diagndsticos de mielofibrosis en
la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 20257

2. (Cual es el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de la
impregnaciéon de reticulina en comparacion con otros marcadores
diagnosticos de mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano
Japonesa, 20257

3. (Cuadl es larazon de verosimilitud positiva y negativa de la impregnacion de
reticulina en comparacion con otros marcadores diagndsticos de
mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025?

4. (Existe correlacion entre los patrones de impregnacion de reticulina y
la severidad de mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano

Japonesa, 2025?

8.3. Justificacion

La fibrosis medular es una neoplasia mieloproliferativa cronica caracterizada por
proliferacion clonal de células hematopoyéticas desarrollando una fibrosis en la
medula oOsea, el diagnostico de esta patologia requiere una serie de estudios
clinicos como hematoldgicos, moleculares e histopatolégicos, es por ello que la
evaluacion histologica es fundamental para el prondstico, diagnéstico y
tratamiento. En este contexto la impregnacion de reticulina es una herramienta
clave en la identificacion y graduacion de la fibrosis medular, permitiendo

distinguir entre grados leves, moderados y severos.

Esta investigacion estard enfocada en analisis histologicos de muestras de

médula 6sea mediante la impregnacion de reticulina, la cual es un método



ampliamente validado pero muy poco usado para la deteccion de fibrosis
medular. La seleccion de los casos se realizard bajo criterios especificos,

garantizando la validez y reproductividad de los resultados.

Para incorporacion de esta prueba como parte integral del enfoque diagnostico
cuantitativo se requiere establecer valores predictivos mediante medidas
estadisticas como la funcion de verosimilitud, dado que permitird valorar la
capacidad de la prueba y modificar la probabilidad diagnostica de manera

significativa.

Adicionalmente, el estudio de la funcion de verosimilitud de la impregnacion de
reticulina tendrd una repercusion significativa en la salud publica, ya que su
deteccion temprana y clasificacion adecuada puede influir en el manejo clinico
de los pacientes, mejorando su calidad de vida y optimizando los recursos del

sistema de salud.

Este estudio aportara conocimientos al médico anatomopatologo para fortaleza
y mejora de protocolos diagnosticos. Ademas, al tecnologo medico de anatomia
patoldgica en el desarrollo de nuevas estrategias procedimentales y el uso de

técnicas especializadas en histologia, en la Clinica Centenario Peruano Japonesa.
8.4. Objetivo general y especificos
8.4.1. Objetivo general

Determinar la utilidad de la impregnacion de reticulina como método

diagnostico de la mielofibrosis, Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.
8.4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la sensibilidad y especificidad de la impregnacion de reticulina en
comparacion con otros marcadores diagnosticos de mielofibrosis, Clinica

Centenario Peruano Japonesa, 2025.

2. Establecer el valor predictivo positivo y el valor predictivo negativo de la
impregnacion de reticulina en comparacion con otros marcadores diagnosticos

de mielofibrosis. Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.



3. Determinar la razon de verosimilitud positiva y negativa de la impregnacion de
reticulina en comparaciéon con otros marcadores diagnodsticos de mielofibrosis

en la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025

4. Analizar la correlacion entre los patrones de impregnacion de reticulina y la

severidad de mielofibrosis. Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.

8.5. Hipotesis
8.5.1. Hipdtesis general

La impregnacion de reticulina es un método util para el diagnostico de la

mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.
8.5.2. Hipdtesis especificas

1. La impregnaciéon de reticulina presenta una adecuada sensibilidad y
especificidad en comparacion con otros marcadores diagndsticos de

mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.

2. La impregnacion de reticulina presenta valores positivos y negativos
confiables en comparacion con otros marcadores diagnosticos de mielofibrosis

en la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.

3. La impregnacion de reticulina presenta razon de verosimilitud positiva y
negativa en comparacion con otros marcadores diagnosticos de mielofibrosis en

la Clinica Centenario Peruano Japonesa, 2025.

4. Existe correlacion significativa entre los patrones de impregnacion de
reticulina y la severidad de mielofibrosis en la Clinica Centenario Peruano

Japonesa, 2025.



9. Marco teorico
9.1. Antecedentes
9.1.1. Internacionales

Shabbir Y. et al. (Pakistan, 2024). Se plantearon como objetivo de evaluar la
asociacion de la fibrosis de reticulina con trastornos hematologicos benignos.
Se incluyeron pacientes con enfermedades hematolégicas benignas como
anemia ferropénica, anemia megaloblastica, anemia apldsica y purpura
trombocitopénica inmunitaria. La muestra fue de 96 casos, con 24 casos para
cada trastorno. Se tomaron muestras de médula 6sea de la espina iliaca anterior
de pacientes diagnosticados con enfermedades hematoldgicas benignas.
Resultados: La purpura trombocitopénica idiopatica (PTI) y la anemia
ferropénica (AF) fueron las mds altas en mujeres, mientras que la
mielodisplasia avanzada (MA) fue mas prevalente en hombres. La media de
edad mas baja para la PTI fue de 40,5 afios, mientras que la mas alta fue de
46,7 afos en los casos con anemia aplésica. Los resultados de la tincion de
reticulina mostraron diferencias significativas entre los cuatro grupos, con
todos los casos en MA, anemia diseritropoyética hipoplasica (ADH) y anemia
aplasica con resultados de grado 0. Conclusion: La tincion de reticulina permite
distinguir entre la PTI y otras enfermedades hematologicas, asi como la
reticulosis de grado en biopsias de médula dsea, lo que la convierte en una

herramienta 1til para detectar trastornos hematoldgicos benignos (12).

Colak O. & Kelkitli E. (Turquia, 2023). Investigaron el impacto de la fibrosis
reticulinica de la médula dsea en la supervivencia general, se incluyo a un total
de 121 pacientes con leucemia mieloide aguda. De estos 121 pacientes, 70
(57,9 %) eran hombres y 51 (42,1 %) eran mujeres. No se observo fibrosis
reticulinica en la médula 6sea en 56 pacientes (47,9%), fibrosis de primer grado
en 47 pacientes (40,2%), fibrosis de segundo grado en 13 pacientes (11,1%) y
fibrosis de tercer grado en 1 paciente (0,9%). No se encontrd correlacion entre
la fibrosis reticulinica en la médula 6sea y la edad, el sexo, la clasificacién
Franco-Americana-Britdnica (FAB) ni la tasa de blastos en la médula dsea al
momento del diagndstico. Los pacientes del grupo de riesgo citogenético

desfavorable presentaron mayor fibrosis reticulinica en la médula 6sea. La



supervivencia global media fue de 17,4 + 1,9 meses. En el grupo sin fibrosis
reticulinica en la médula 6sea, fue de 18,87 £+ 2,77 meses, mientras que en el
grupo con fibrosis reticulinica en la médula 6sea, fue de 11,09 + 1,51 meses.
Por lo tanto, la presencia de fibrosis reticulinica en la médula 6sea se considerd

un factor prondstico importante para la supervivencia global (13).

Afroz S. et al. (Bangladesh, 2023). El estudio tuvo como objetivo explorar el
patron y el grado de mielofibrosis primaria (MPF) en casos de MPF con las
tinciones especiales mencionadas, junto con la tincion convencional de
hematoxilina y eosina (H&E). Se estudiaron treinta y seis casos de MPF con
sospecha o diagndstico histopatologico. Se recogieron bloques de parafina de
las muestras de biopsia por trépano de los casos seleccionados. Se aplicaron
tinciones de H&E, reticulina y tricrémico de Masson (MT) a las secciones
recortadas. Entre los resultados, el 52,8% de casos de FMP presentaron fibrosis
de médula o6sea (FMO) patoldgico diagnosticado unicamente mediante
hematoxilina y eosina. Ademas, treinta y cuatro (94,4%) pacientes presentaron
FMO patologico correspondiente a MF-2 a MF-3, detectado mediante tinciones
especiales. Conclusion: La deteccion significativamente mayor (p<0,05) de
casos de FMO patologico con el uso de tinciones especiales adicionales sugiere
que tanto las tinciones de reticulina como las de MT pueden utilizarse
rutinariamente para evaluar correctamente el FMO segin un sistema de

clasificacion especial (14).

Szekely T. et al. (Hungria, 2022). El estudio analiz6 la expresion de proteinas
clave de la matriz extracelular en la mielofibrosis segiin la clasificacion
argéntica. Mediante la inmunohistoquimica automatizada, se identifico que los
colagenos I y Ill y la fibrilina I en células estromales reflejan la progresion de
la fibrosis. Se determiné que la fibrosis de reticulina (coldgeno III) y la fibrosis
de coldgeno (colageno I) ocurren en paralelo. La fibrilina 1 mostr6 la mejor
correlacion con la gradacion argéntica y fue validada con andlisis de imagenes
basado en aprendizaje automdatico. Su aumento progresivo podria estar
relacionado con la regulacion del Factor de crecimiento transformante beta
(TGF- B), un factor clave en la fibrosis. En conclusion, esto también puede

reducir los niveles del Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-B Ligand



(RANKL) inducidos por TGF-p, lo que estimularia la osteoclastogénesis y, por

lo tanto, puede favorecer la osteosclerosis en la mielofibrosis avanzada (15).
9.1.2. Nacionales

En el Pert, no se han encontrado investigaciones que aborden especificamente
el impacto de la fibrosis medular, particularmente a través de técnicas
histolégicas especializadas como la impregnacion de reticulina. Aunque
existen dos estudios generales sobre enfermedades hematologicas y sus

enfoques diagnosticos, lo cual hace relevante el presente estudio.

Gallegos K. (Lima, 2019). Tuvo como objetivo el estudio de morfologico de la
medula oOsea en biopsias con diagnostico de posible neoplasia
mieloproliferativa, valorar el diagnostico y la diferenciacion entre diferentes
neoplasias mieloproliferativas segun criterios de la OMS. Se revisaron laminas
y reportes de biopsias de medula 6sea entre enero del 2016 y Julio del 2018 de
pacientes con el diagnostico de neoplasia mieloproliferativa del Hospital
Nacional Arzobispo Loayza. Se considero informes de estudios de aspirado de
medula 6sea, estudios moleculares y citogenéticos, Estos se revisaron y

analizaron mediante estudios estadisticos. (16)

Villanueva A. (Lima, 2018). El estudio tuvo como objetivo correlacionar el
diagnostico histologico de las biopsias de medula 6sea en pacientes con
neoplasia mieloproliferativas con diagnostico final realizando una base de
correlato clinico y pruebas de laboratorio, describir las caracteristicas
histopatologicas de la medula 6sea. Para ello se evaluaron 38 biopsias de
medula ¢sea siguiendo los parametros de la OMS, observdndose una
concordancia en el 57.8% de las evaluadas, habiendo una concordancia mayor
en casos de mielofibrosis primaria y leucemia mieloide cronica. No se
identific6 una caracteristica histologica de forma exclusiva. Sin embargo,
parece haber un conjunto de caracteristicas que ayudan a diferenciar entre

trombocitemia esencial y mielofibrosis primaria. (17)

10



9.2. Bases teoricas:
> Meédula ésea

La médula 6sea es el principal sitio de la hematopoyesis. Contiene un microambiente
unico que proporciona nichos que favorecen la autorrenovacion y la diferenciacion de
las células madre hematopoyéticas (CMH), las células progenitoras multipotentes
(MPP) y las células progenitoras comprometidas con el linaje para produccion de gran
cantidad de células sanguineas fundamentales para la vida. La médula osea es
notoriamente dificil de visualizar; por ello, la anatomia de la produccion de células
sanguineas y como las sefales locales organizan espacialmente la hematopoyesis no
estan bien definidas. En este articulo, revisamos nuestro conocimiento actual sobre la
organizacion espacial de la médula dsea de ratdn, con especial atencion a los avances

recientes que estan transformando nuestra comprension de este tejido (18).

> Etiologia y epidemiologia
El examen de médula 6sea estd indicado en una variedad de situaciones clinicas,

incluidas las siguientes:

-Citosis inexplicable, citopenias o células atipicas en PBS.

-Diagnostico y estadificacion de las neoplasias hematopoyéticas.

-Evaluacion de lesiones Oseas detectadas radioldgicamente con riesgo de metastasis.
-Investigacion de hepatoesplenomegalia de origen desconocido.

-Pirexia de origen desconocido, especialmente cuando se sospecha infeccion o

enfermedad hematologica oculta.

-Evaluacion de los trastornos de almacenamiento, incluidos los trastornos de

almacenamiento de glucogeno y la deposicion de hierro (19).
» Procedimientos de prueba

La obtencién de muestras de médula dsea para su evaluacion suele implicar dos
procedimientos: aspiracion de médula 6sea (AMO) y biopsia de médula 6sea (BMB).
Estos procedimientos suelen realizarse de forma ambulatoria y suelen ser bien
tolerados. La AMO implica el uso de una aguja fina para extraer una muestra liquida

de médula osea de la cresta iliaca posterior o, con menos frecuencia, del esternon u
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otros huesos. La BMB implica el uso de una aguja mas gruesa para obtener una

muestra solida de tejido de médula dsea junto con un nticleo delgado de hueso.

Un andlisis completo de médula 6sea requiere diferentes tipos de muestras para

obtener resultados complementarios. Estos tipos de muestras incluyen:
-Aspirados de médula osea:

Los aspirados para citometria de flujo deben recolectarse por separado en tubos con
heparina sddica. Por el contrario, los aspirados para estudios moleculares deben
recolectarse en tubos con acido etilendiaminotetraacético (EDTA) o heparina sédica.
Se deben utilizar tinciones de Romanoswyk, como Wright o Giemsa, en los aspirados
antes de su conservacion en metanol para estudios complementarios. Después de 2
horas, los aspirados fijados con EDTA pierden su morfologia original y se vuelven

menos adecuados para la evaluacion de la displasia morfoldgica (20).
» Evaluacion de laboratorio de 1a médula 6sea

Es esencial para clasificar, diagnosticar y tratar enfermedades hematoldgicas
neopldsicas y ciertas no neoplésicas. Esta evaluacion integral abarca la aspiracion de
médula dsea, la biopsia por trépano, el analisis de muestras de coagulo, la citometria
de flujo y los estudios moleculares, de acuerdo a las directrices de clasificacion de la
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) del 2022. La aparicion de técnicas
moleculares avanzadas ha permitido la identificacion de alteraciones moleculares
con implicaciones pronoésticas y terapéuticas. Comprender la nomenclatura e
identificar opciones de pruebas con relevancia prondstica y terapéutica es esencial

para los profesionales de la salud.

Esta actividad para profesionales de la salud mejora la competencia de los estudiantes
para identificar las indicaciones de las pruebas de laboratorio de médula 6sea y
comprender la importancia terapéutica y prondstica de los resultados. Esta actividad
busca mejorar la competencia de los profesionales clinicos en la implementacion de
las mejores practicas para la elaboracion de informes de pruebas de médula dsea,
permitiéndoles comunicar la informacion eficazmente en entornos de atencion

interprofesional (21).
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Figura 1. Fragmentos estromales. Aspirado de médula 6sea hemodiluido que muestra
fragmentos estromales (con tincion de Leishman y Giemsa y aumento de 1000x).

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.egov/books/NBK 603716/

Figura 2. Aspirado de médula 6sea con blastos. Esta imagen muestra células
inmaduras con una alta relacion nucleo-citoplasma, escaso citoplasma y cromatina
nuclear inmadura con nucléolos prominentes.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/
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Figura 3. Megacariocitos displasicos hiperlobulados. Aspirado de médula 6sea que
muestra megacariocitos grandes con formas hiperlobuladas (con tincion de Leishman
y Giemsa, aumento de 1000x).

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/

Figura 4. Megacariocitos displasicos. Aspirado de médula d6sea que muestra
megacariocitos displasicos dispersos.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/
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Figura 5. Aspirado de médula 6sea con células plasmaticas. Aspirado de médula dsea
con ldminas de células plasmaticas binucleadas y multinucleadas. Las células
plasmaticas presentan citoplasma excéntrico, hof perinuclear (aclaramiento) y
cromatina dispersa (en forma de reloj).

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.egov/books/NBK 603716/

Figura 6. Agregado linfoide paratrabecular. Esta biopsia de médula 6ésea muestra
agregacion linfoide paratrabecular.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/
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Figura 7. Mielofibrosis primaria. Biopsia de médula 6sea que muestra cimulos de
megacariocitos atipicos con nucleos nubosos y balonosos (con tincion de
hematoxilina y eosina, aumento de 400x).

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/

, - NN N SN S T
Figura 8. Fibrosis de médula 6sea de grado 3. Muestra de médula 6sea que muestra
un aumento difuso y denso de reticulina y areas de colagenizacion. Estos hallazgos
son caracteristicos de la mielofibrosis de grado 3 o MF-3 (con tincion de reticulina,
magnificada.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/
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Figura 9: Necrosis de médula dsea. Esta biopsia de médula 6sea muestra necrosis con
pérdida de médula hematopoyética y espacios grasos. Las trabéculas Oseas estan
preservadas.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.egov/books/NBK 603716/

Figura 10. Mastocitos. Aspirado de médula 6sea que muestra un mastocito con
citoplasma granular que contiene densos granulos basofilos.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/

17


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK603716/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK603716/

—~—
-

‘4 " W
: = - : -
et o= ———

Figura 11. Carcinoma metastasico. Biopsia de médula 6sea que muestra infiltracion
de células epiteliales con morfologia en anillo de sello.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/

Figura 12. Gemacion nuclear. Aspirado de médula 6sea que muestra displasia
eritroide.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.egov/books/NBK 603716/
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Figura 13. Eritrofagocitosis. Aspirado de médula 6sea que muestra eritrofagocitosis.

Fuente: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 603716/

> Reticulina

Este método se utiliza para una estructura temprana de tejido conectivo conocida
como reticulina. Para ello, se emplea una solucidn de nitrato de plata amoniacal, que
permite resaltar las fibras de reticulina dentro del tejido. Posteriormente, la plata es
reducida lo que da lugar a una coloracion negra de las fibras, facilitando su
observacion bajo un microscopio Optico. Se trata de un proceso de impregnacion
argéntica compuesto por dos etapas. En la primera, el nitrato de plata reacciona con
una fuerte base, como el hidroxido de potasio y el hidréxido de amonio, generando el
oxido de plata, el cual se deposita en forma de pequefias granulaciones de tono
marron. En la segunda etapa, se incorpora formol como agente reductor. Antes de la
impregnacion, el tejido se somete a un proceso de oxidacion con una solucién al 0,5%
de permanganato de potasio, seguido de un blanqueamiento con acido oxalico al 5%
y un tratamiento con sulfato de amonio férrico al 3% para favorecer la fijacion del

reactivo (22).
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» Impacto de la fibrosis medular

La fibrosis es el engrosamiento de diversos tejidos causado por el depdsito de matriz
extracelular fibrilar (MEC) en tejidos y 6rganos como parte de la respuesta del cuerpo
a la cicatrizacion de heridas ante diversas formas de dafio. Cuando se acompafia de
inflamacioén cronica, la fibrosis puede descontrolarse y producir un exceso de tejido
cicatricial que ya no puede degradarse. Este proceso causa numerosas enfermedades

en multiples 6rganos, incluyendo la fibrosis en la médula o6sea (23, 24).

La fibrosis de la médula 6sea es una enfermedad extrafia que se asociada con
enfermedades autoinmunes como el lupus eritematoso sistémico (LES) y se confunde
con las manifestaciones propias de la enfermedad. Se presenta el caso de una paciente
con mielofibrosis auto inmune en el contexto de LES. Si bien se observa en diversas
enfermedades malignas y benignas, se cree que el depdsito de reticulina y fibrosis de
colageno en la médula 6sea de pacientes con mielofibrosis estd mediado por las
c¢lulas madre/progenitoras hematopoyéticas de la mielofibrosis, lo que contribuye a
un microambiente deteriorado que favorece la hematopoyesis maligna sobre la
normal. El aumento de la expresion de citocinas inflamatorias, lisil oxidasa, factor de
crecimiento transformante B, la funcidn megacariocitica deteriorada y la sefializacion
aberrante de JAK-STAT se han implicado en la patogénesis de la fibrosis de la

médula osea (25).

La evaluacion de los hallazgos morfologicos en la biopsia de médula osea es
fundamental en el diagnostico de la MFP, permitiendo valorar la celularidad, la
proliferacion megacariocitica y granulocitaria e intensidad en el fracaso de la
eritropoyesis. Es imprescindible evidenciar mediante la biopsia de médula o6sea la
presencia de fibrosis de reticulina, colageno u osteoesclerosis. A diferencia del
aspirado medular, la biopsia permite también la evaluacion del estroma medular, que

es necesaria en todos los casos con sospecha de fibrosis medular (26).
La impregnacion de reticulina es la base para la cuantificacion de fibrosis de médula

Osea, que permite controlar la calidad de ésta evaluando las areas perivasculares y las

areas con celularidad hematopoyética. Es fundamental especificar la presencia o
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ausencia de osteoesclerosis y concretar la cantidad y la morfologia de las trabéculas

oseas (25).

Ademas, la realizacion de la biopsia medular proporciona informacion fundamental
en la clasificaciéon de varios procesos mieloproliferativos, especialmente en las
neoplasias mieloproliferativas cronicas, como la MFP y estados avanzados de PV 'y
TE. Con el objetivo ultimo de realizar el diagndstico diferencial de estas entidades,
se ha querido estandarizar la evaluacion de la biopsia medular con sistemas de

gradacion de la fibrosis y de la celularidad hematopoyética (27).

La mielofibrosis (MF) es la mas grave de las neoplasias mieloproliferativas que son
negativas para el cromosoma Filadelfia, que genera el oncogén BCR-ABL1 (28). Las
caracteristicas complejas de la MF incluyen disfunciones de la médula 6sea, el bazo
y la sangre. Las anomalias de la médula dsea estan representadas por insuficiencia
hematopoyética, aumento del medio proinflamatorio, deposicion excesiva de matriz
extracelular (fibrosis), aumento de la proliferacion de osteoblastos y formacion osea

(osteosclerosis) y aumento de la densidad de microvasos (neoangiogénesis) (29).

» Técnica histoquimica
El campo de la histoquimica abarca una amplia gama de técnicas disefiadas para
detectar y visualizar componentes celulares especificos. Los procesos de
preparacion de tejidos bioldgicos en el campo de la histopatologia implican varios
pasos clave para garantizar la calidad e integridad de las muestras de tejido para
su analisis. Estos procesos abarcan desde la recoleccion y fijacion del tejido hasta
la inclusion, el corte, la tincion y el anélisis microscopico. La histopatologia es el
estudio de los tejidos a nivel microscopico para identificar anomalias

estructurales, cambios celulares y procesos patologicos (30).

Las fibras de reticulina sustentan al cuerpo y son comunes en el higado, el bazo y
los rifiones. Los patrones caracteristicos de la reticulina pueden ayudar a
diagnosticar cirrosis del higado, fibrosis temprana en la médula 6sea, tumores
como hemangiosarcomas (tumores de las células que recubren los vasos

sanguineos), tumores fibroblasticos y rabdomiosarcomas (tumores de los
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10.

musculos adheridos al hueso). También pueden ayudar a diagnosticar tumores

epiteliales frente a no epiteliales (31).

Metodologia
10.1. Enfoque de la investigacion

El enfoque corresponde a un estudio cuantitativo, el cual se caracteriza por
centrarse en la recoleccion de datos que pueden representarse numéricamente,

permitiendo su procesamiento mediante herramientas estadisticas (32).
10.2. Tipo de estudio

Esté alineado al tipo observacional, prospectivo y transversal ya que estos disefios
no se manipulan las variables, los fendmenos se observan de forma natural, para
después ser analizados. Asimismo, es aplicada por que busca evaluar la utilidad
diagndstica de una técnica especifica (impregnacion de reticulina) en un contexto
clinico real (fibrosis medular en muestras de médula 6sea), con el fin de mejorar

los procesos diagnosticos (33).
10.3. Diseiio de investigacion

La presente investigacion adoptard un disefio de investigacion no experimental,
ya que describira patrones histoldégicos y grados de fibrosis. Asimismo,
relacionara hallazgos histoldgicos con datos clinicos (correlacional). Y, por otro

lado, evaluaré la sensibilidad, especificidad y concordancia (analitica) (33).

El disefio de relacion se puede representar a través del siguiente esquema:

.
SN

Donde:

m: Muestra

O:: Impregnacion de reticulina

de médula 6sea
2

r: Relacion entre O1y O2
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10.4. Poblacion y criterios de seleccion

Estara constituida por bloques y laminas de pacientes con sospecha y diagnostico
de mielofibrosis que se hayan realizado procedimientos quirtrgicos (biopsia,
BAAF) de medula 6sea y seran procesados en el laboratorio de Anatomia
Patologica de la Clinica Centenario Peruano Japonesa, durante el periodo de

estudio comprendido entre enero a setiembre del 2025.
10.5. Muestra y muestreo

Estara conformada por pacientes con sospecha clinica o diagnostico de
mielofibrosis y que tengan bloques en parafina de medula 6sea para su busqueda
en la base de datos y/o archivo del servicio de Anatomia Patologica para su

identificacion.

Corresponde a un muestreo no probabilistico, de tipo intencional o por
conveniencia. No se seleccionaran al azar, si no que se elegiran deliberadamente
en funcion de ciertos criterios técnicos, disponibilidad o caracteristicas especificas

necesarias para el estudio (33).

Entre los criterios de inclusion, tenemos: pacientes con sospecha de fibrosis
medular, ldminas y/o bloques de parafina de medula dsea, estandares de referencia

disponible (criterios clinicos, hemogramas, entre otros).

Asimismo, se excluirdn a bloques de parafina inadecuados que presenten
artefactos, material insuficiente, ademas de casos sin datos clinicos laboratoriales
minimos para el estdndar de referencia y por tltimo biopsias repetidas del mismo

paciente.
10.6. Variables
Variable 1: Impregnacion de reticulina.

Variable 2: Mielofibrosis
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10.6.1 Operacionalizacion de variables

Titulo:
VARIABLE DEFINICION DEFINICION | DIMENSIONES | INDICADORES | UNIDAD DE | ESCALA | VALOR
CONCEPTUAL | OPERACIONAL MEDIDA FINAL
Variable 1: Es una técnica | Se aplicara la | Técnica Presencia de Presente Nominal Presente
que usa oxido | técnica de | histoquimica. fibras de
Impregnacion de plata y |impregnacion de reticulina Ausente Ausente
de reticulina formol, tras | reticulina a
preparar el | muestras de
tendo con | médula osea para Intensidad de Grado de tincion | Grado 0 a III Ordinal 0, L, IT, I1I
oxidantes y | observar el grado | . .,
fijadores, para |de tincion fmpregnacion
y > P y
lograr la | determinar la
impregnacion presencia 0
(13). ausencia de
fibrosis.
Variable 2: Es el proceso |Se evaluara el | Grado de fibrosis | Clasificacion Grado 0 a III Ordinal 0, I, IT, III
clinico y | diagndstico de segun la OMS
Diagnostico de | patologico fibrosis en base al
mielofibrosis en | mediante el | andlisis Utilidad Técnica de la Porcentaje  de | Nominal | Adecuada
muestras de cual se | histologico o con | djagnostica impregnacion laminas No
médula Osea. identifica  la | impregnacion de adecuadas adecuada

presencia y el
grado de
fibrosis en 1la
médula  Osea
(34).

reticulina.

(fibras nitidas y
continuas, buen
contraste, fondo
limpio; sin sobre
impregnacion ni
precipitados.
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10.7. Procedimientos y técnicas

Para el desarrollo de esta investigacion, se utilizaran técnicas de observacion
directa, andlisis microscopico y procedimientos de laboratorio
estandarizados (35), que permite la evaluacion de la impregnacion de

reticulina por el medico anatomo patdlogo.

La informacion de datos sera obtenida de la Clinica Centenario Peruano
Japonesa para ello se debera presentar el proyecto y previa aprobacion del

Comité de Etica de la institucion se accedera a dicha informacion.

Una vez recopilada la informacion, segun los criterios de inclusion y
exclusion se haran la bisqueda de los bloques de parafina, se realizara el
corte histoldgico de 2.5 micras de grosor en el microtomo y se obtendra dos
laminas con dicho tejido. Este se sometera a la técnica por histoquimica de
Impregnacion de Reticulina y a la coloracion de rutina por hematoxilina y

eosina (H-E).

Las laminas serdn codificadas y entregadas al médico anatomo patélogo
para su evaluacion y calificacion a través de la lectura microscopica. Serd
registrada en las Fichas de recoleccion de datos (Anexo 1), para la
recopilacioén organizada y segura de los datos obtenidos durante el analisis
de las muestras, lo que permitird una clasificacion clara y sistematica de los
resultados. Sin embargo, por tratarse de una Ficha de recoleccion de datos,
no es necesario realizar la validacion por juicio de expertos, ya que esta serd

elaborada por la autora.
10.8. Plan de analisis

Una vez recolectada la informacion mediante las Fichas de recoleccion de
datos seran organizadas y verificados para asegurar su integridad antes del
analisis. Posteriormente, se procedera a su procedimiento por el Software
Microsoft Excel, se utilizara el programa estadistico SPSS version 23, se
creara una base de datos para elaboracion de tablas simples de doble entrada

y graficos o barras segun el tipo de variable.
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10.9. Aspectos éticos

11.1.

11.2.

Se consideraran diversos criterios ¢éticos, resaltando el principio de
beneficencia, cuyo propdsito es optimizar el bienestar de los participantes,
garantizando su derecho al derecho a la autodeterminacion y protegiendo su
integridad durante todo el proceso. Asimismo, se aplicard el principio de
justicia, velando por el respeto por los derechos de las muestras de los
participantes, incluyendo la confidencialidad, privacidad e integridad, y
asegurando un trato equitativo para todos los involucrados (36). Del mismo
modo, se considerara el codigo de ética de la Universidad Norbert Wiener,
y el estudio sera evaluado por el Comité de Etica, que emitira la aprobacion

correspondiente para su ejecucion.

Asimismo, serd fundamental conocer, asi como cumplir y respetar las
normas internacionales y nacionales que rigieron la investigacion,
garantizando el cumplimiento de los principios bioéticos, la aplicacion de
las buenas practicas clinicas y el cumplimiento de los lineamientos

establecidos en la Declaracion de Helsinki (37).
Equipos y bienes duraderos:

Microscopio optico
Microtomo semiautomatizado.
Baiio de flotacion
Esterilizador seco.

Refrigeradora biomédica para conservacion de muestras y reactivos.

Materiales e insumos:

Portaobjetos y cubreobjetos de vidrio.
Cuchillas desechables.

Guantes, mascarillas y mandiles descartables.
Laminas y laminillas

Bateria de coloracion HE

Bateria de coloracion de Impregnacion de reticulina: nitrato de plata, acido
nitrico hiposulfito de sodio, entre otros.
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Agua destilada

11.3. Servicios de terceros:

Asesoria estadistica especializada.

11.4. Gastos de gestion y administrativos

Tabla 01. Recursos y presupuesto

UNITARIO | CANTIDAD | Fron
RECURSOS HUMANOS
Asistente técnico 500.00 01 500.00
RECURSOS MATERIALES Y EQUIPOS (BIENES)
Laptop 2500.00 01 2500.00
Papel A-4 25.00 1 millar 25.00
Utiles de escritorio 30.00 01 30.00
Tinta de impresora 50.00 02 unid. 100.00
Kit de coloracion HE 1500.00 01 1500.00
Kit de Impregnacion de 2500.00 01 2500.00
reticulina
SERVICIOS
Internet 110.00 12 meses 1320.00
GASTOS ADMINISTRATIVOS Y/O IMPREVISTOS
Imprevistos - - 250.00
TOTAL - 7155.00




12. Cronograma de actividades

Tabla 02. Cronograma de actividades

2025
N | Actividad

Ene |Feb [Mar |Abr (May |Jun |[Jul [Ago |Set |Oct | Nov |Dic

01 |Revision de
literatura

02 |Definicién y
planificacion del
disefio
metodoldgico

03 |Recoleccion de
datos

04 |Analisis de datos

05 |Redaccion y
presentacion de
resultados
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14. Anexos
ANEXO N°1

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS:

Cdédigo de muestra:

Fecha de evaluacion: / /2025

Institucion:

*Lectura sera realizada por profesionales altamente capacitados

II. DATOS HISTOLOGICOS (IMPREGNACI()N DE RETICULINA):
Calidad de la muestra: 0Adecuada oORegular olnadecuada

Presencia de fibrosis reticulina: oSi oNo

Distribucion del patrén de reticulina:

oDifuso oFocal oParatrabecular oIntersticial

Grado de fibrosis;: cMF-0 oMF-1 oMF-2 oMF-3

III. DIAGNOSTICO Y ANALISIS DE CONCORDANCIA:

Diagnostico clinico final:

Diagnostico histopatoldgico (basado en reticulina):
oFibrosis medular  ©No fibrosis
Técnica de impregnacion:

oAdecuada oNo adecuada

34




ANEXO 2: MATRIZ DE CONSISTENCIA

TITULO DEL PROYECTO: IMPREGNACION DE RETICULINA PARA DIAGNOSTICO DE MIELOFIBROSIS
CLINICA CENTENARIO PERUANO JAPONESA, 2025

AUTORA: Lira Huaman, Zulema Analuisa

PROBLEMA DE OBJETIVOS DE .
INVESTIGACION INVESTIGACION VARIABLES DIMENSIONES METODOLOGIA
General: ;Cual es la | General: Determinar la Variable 1: Técnica histoquimica Enfoque de la investigacion:
utilidad de la | utilidad de la impregnacion | Impregnacion Cuantitativo
impregnacion de | de reticulina como método de reticulina.
reticulina como método | diagndstico de la
diagnostico de la | mielofibrosis, Clinica Tipo de investigacion:
mielofibrosis en  la | Centenario Peruano Intensidad de impregnaciéon | Observacional
Clinica Centenario | Japonesa, 2025. Aplicada
Peruano Japonesa, 20257
Nivel de investigacion:
Descriptivo
Variable 2: Grados de fibrosis Correlacional

Especifico:

l. (Cual es la
sensibilidad y
especificidad de la
impregnacion de
reticulina en comparacion
con otros marcadores
diagnosticos de

mielofibrosis en la

Especifico:

1. Determinar la
sensibilidad y especificidad
de la impregnacion de
reticulina en comparacion

con otros marcadores
diagnosticos de
mielofibrosis, Clinica

Diagnéstico de
mielofibrosis en
muestras de
médula dsea.

Utilidad diagnostica

Método de investigacion:
Inductivo-Deductivo
Analitico

Disefio de investigacion:
Descriptiva
Correlacional

Corte Transversal
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Clinica Centenario
Peruano Japonesa, 2025?
2. (Cual es el valor
predictivo positivo y el
valor predictivo negativo
de la impregnacion de
reticulina en comparacion
con otros marcadores

diagndsticos de
mielofibrosis en la
Clinica Centenario

Peruano Japonesa, 20257

3. (Cudl es la razon de
verosimilitud positiva y
negativa de la
impregnacion de
reticulina en comparacion
con otros marcadores

diagnosticos de
mielofibrosis en la
Clinica Centenario

Peruano Japonesa, 20257

4. (Existe correlacion
entre los patrones de
impregnacion de
reticulina y la severidad
de mielofibrosis en la

Centenario Peruano
Japonesa, 2025.

2. Establecer el valor
predictivo positivo y el
valor predictivo negativo
de la impregnacion de
reticulina en comparacion
con otros marcadores

diagndsticos de
mielofibrosis. Clinica
Centenario Peruano

Japonesa, 2025.

3. Determinar la razon de
verosimilitud ~ positiva y
negativa de la impregnacion
de reticulina en
comparacion con  otros
marcadores diagnosticos de
mielofibrosis en la Clinica
Centenario Peruano
Japonesa, 2025

4. Analizar la correlacion
entre los patrones de
impregnacion de reticulina
y la  severidad de
mielofibrosis. Clinica
Centenario Peruano
Japonesa, 2025.

Poblacion:

Estarda constituida por bloques y
laminas de pacientes con sospecha
clinica 0 diagndstico de
mielofibrosis que se hayan realizado
procedimientos quirdrgicos
(biopsia, BAAF) de medula 6sea y
seran procesados en el laboratorio
de Anatomia Patologica de la
Clinica Centenario Peruano
Japonesa, durante el periodo de
estudio comprendido entre enero a
setiembre del 2025.

Muestra:

Conformada por pacientes con
sospecha clinica o diagnostico de
mielofibrosis y que tengan bloques
en parafina de medula 6sea para su
proceso en el servicio de Anatomia
Patologica para su identificacion.

Técnicas de procesamiento de
datos:

La informacion de datos sera
obtenida de la Clinica Centenario
Peruano Japonesa previa aprobacion
del Comité de Etica. Una vez
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Clinica Centenario
Peruano Japonesa, 2025?

recopilada dicha informacion segin
los criterios de inclusion y exclusion
se haré la busqueda de los bloques
de parafina, se realizara el corte
histologico y coloracion de rutina
H&E y técnica de histoquimica de
Impregnacion de Reticulina. Las
laminas  serdn  codificadas 'y
entregadas al médico Anatomo
patdlogo  para evaluacion y
clasificacion microscopica en la
Ficha de recoleccion de datos
(Anexo 1).
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