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AAR/ HRA:. Anoscopia de Alta Resolucion/ High Resolution Anoscopy
ABC/ AUC: Area Bajo la Curva/ Area Under Curve
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TARGA: Tratamiento Antiretroviral de Gran Actividad
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21



22



4. RESUMEN - SUMMARY

23



24



INTRODUCCION

El cancer anal ha experimentado un aumento de incidencia en los
ultimos anos. Al igual que el cancer cervical esta mediado por el VPH. Ambas
entidades van precedidas de una serie de cambios precancerosos planteando
la posibilidad de dirigir los esfuerzos preventivos hacia los grupos de alto
riesgo. Con la evidencia disponible en la actualidad sigue siendo controvertida
la indicacion de cribado y cuales serian los métodos de deteccion ideales para

la realizacion del mismo.

HIPOTESIS:

¢ Permiten la citologia, la anoscopia de alta resolucién y el genotipado
del virus del papiloma humano de forma aislada o combinada establecer un
modelo predictivo para la deteccidn precoz del carcinoma epidermoide del

canal anal en poblacion de riesgo?

OBJETIVOS:

1. Validar la anoscopia de alta resolucion como herramienta util en la
deteccidon precoz de lesiones precursoras de cancer de canal anal, en
poblacion de riesgo, comparandolo con el estandar que en nuestro caso

sera la biopsia.

2. Validar la citologia como método de screening comparandola con el

estandar.

3. Validar el genotipado del VPH como método de screening comparandolo

con el estandar.

4. Establecer un modelo epidemiolégico comparativo entre el estado de
inmunosupresion de los pacientes y el desarrollo de lesiones
premalignas o malignas, con el objetivo de definir estadios

inmunoldgicos que nos orienten hacia un mayor riesgo de desarrollo de
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neoplasias.

5. En funcién de los resultados de los objetivos anteriores, desarrollar un
modelo predictivo basado en las diferentes pruebas para la deteccién

precoz de neoplasias de canal anal.

6. Estudiar nuevos métodos de despistaje que contribuyan en el futuro a un

mejor diagndstico de lesiones preneoplasicas de canal anal.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio transversal en el que la recogida de datos se ha llevado a cabo
de manera prospectiva, en una cohorte de pacientes VIH+ que tienen sexo con
hombres pertenecientes al area protegida del Hospital Gregorio Marafién e

Infanta Leonor en un periodo de 2 anos.

Cada uno de los pacientes remitidos en primera visita y/o revision a la
consulta especifica de screening de cancer anal seguia el siguiente circuito
diagndstico: exploracion proctologica, citologia anal y exploracion mediante
AAR con toma de biopsia guiada de las lesiones sospechosas y, en caso de no
haberlas, una biopsia aleatoria, considerando como sospechosas aquellas
lesiones con alteraciones tintoriales o morfolégicas. Las muestras citoldgicas
fueron informadas segun el sistema de Bethesda y se establecieron 4
categorias: normal, ASCUS, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado
y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado. Todas las AAR fueron
llevadas a cabo por el mismo cirujano y se clasificaron en 5 categorias segun el
riesgo de displasia: normal, bajo riesgo, riesgo intermedio, riesgo alto y lesion
sospechosa de cancer. Finalmente se realizd la toma de biopsia que se
clasifico en 4 categorias: normal, bajo grado de displasia, alto grado de
displasia y cancer. La deteccion del VPH se realizé en la muestra de citologia
anal mediante captura de hibridos y el genotipado del virus mediante PCR. Los

genotipos del VPH identificados en nuestra muestra fueron clasificados en dos
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grupos en funcién de su implicacion en la carcinogénesis: alto riesgo y bajo

riesgo.

RESULTADOS:

Se seleccionaron 179 pacientes con 286 visitas a la consulta de
screening de cancer de canal anal en las que se llevaron a cabo 3 pruebas de
cribado en paralelo (citologia anal, genotipado del VPH y anoscopia de alta
resolucion [AAR] con toma de biopsia dirigida sobre zona sospechosa o
aleatoria en caso de no presentar alteraciones). La sensibilidad y especificidad
para la deteccion de displasia de alto grado y cancer y su grado de
concordancia con la biopsia fue la siguiente: citologia 3,23% / 94,43% (k: 0,03),
genotipado de VPH de alto riesgo 90,32% / 27,45% (k: 0,05), AAR 32,26% /
87,45 (k: 0, 17). En todas las pruebas el ABC fue bajo, pero se detectaron
diferencias al compararlas (p=0,029). Estas diferencias se obtuvieron al
comparar la citologia (prueba de screening con el rendimiento mas bajo) con la
presencia de algun VPH de alto riesgo (p=0,017). La combinacion de AAR y
genotipo de VPH-AR mostré la mayor sensibilidad (96,77%), sin embargo la
especificidad fue muy baja (24,71%). No se demostrd una ganancia diagnéstica
significativa en la combinacion de las pruebas en paralelo, respecto a su

realizacion de manera individual.

CONCLUSIONES:

1. La citologia y la AAR presentan una baja sensibilidad y alta
especificidad. El genotipado (presencia de algun genotipo de alto riego para

VPH) presenta una alta sensibilidad y baja especificidad.
2. El rendimiento diagndstico, evaluado mediante el area bajo la curva, es

bajo para las 3 pruebas de screening y presenta diferencias significativas entre

ellas. La citologia es la prueba que presenta un rendimiento diagnodstico
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significativamente mas bajo comparado con el genotipado de VPH, que es el

que presenta mayor rendimiento diagndstico.

3. La combinacion de las pruebas de screening evaluadas en paralelo no
muestra una ganancia diagnéstica significativa en relacién a la aplicacion de

las pruebas de manera individual.

4. La combinacion de genotipado de alto riesgo con la AAR es la

combinacion que presenta una mayor sensibilidad y mayor VPN.

5. A la luz de nuestros resultados, los protocolos clinicos de cribado
utilizados en la actualidad deberian de ser abandonados hasta que existan
estudios que analicen las pruebas de cribado comparadas sistematicamente

con el “gold standard” que es el resultado histopatologico.

6. El estudio de diversos biomarcadores tales como el ARN mensajero de
determinados genotipos del VPH y la tincion citolégica de proteinas como la
P16ink4a y el Ki67 abren nuevas puertas a la investigacion para la mejora en la

deteccion de lesiones preneoplasicas en el futuro.
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INTRODUCTION:

The incidence of anal cancer has increased in recent years. Similarly to
cervix cancer, anal cancer is also mediated by HPV. Both are preceded by
precancerous changes, raising the possibility of directing preventive efforts
towards high-risk groups. Despite the actual evidence available, the indication

of screening remains controversial and which methods would be the ideal ones.

HYPOTHESIS:

Does cytology, high-resolution anoscopy, and genotyping of the human
papillomavirus, combined or not, allow to establish a protocol for early detection

of squamous cell carcinoma of the anal canal in risk population?

OBJECTIVES:

1. To validate high resolution anoscopy as a useful tool in the early
detection of precursor lesions of anal canal cancer in risk population, comparing

it with the standard procedure, that in our case will be the biopsy.

2. To assess the cytology as a screening method comparing it with the

standard procedure.

3. To validate HPV genotyping as a screening method, comparing it with

the standard approach.

4. To establish a comparative epidemiological model between the
immunosuppression status of patients and the development of premalignant or
malignant lesions, with the aim of defining immunological stages, that might

guide us about the risk of developing neoplasms.
5. Based on the results of the previous objectives, to develop a predictive

model based on the different tests for the early detection of anal canal

neoplasms.
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6. To study new methods of screening that contribute in the future to a

better diagnosis of preneoplastic lesions of the anal canal.

MATERIALS AND METHODS:

A cross-sectional study was performed, with prospective data collection
in a cohort of VIH+ patients, who have male homosexual anal relations,
belonging to the protected area of Gregorio Marafion and Infanta Leonor
Hospitals in a period of 2 years.

Each patient referred at first visit and / or revision to the specific
Outpatient Clinic for anal canal screening, followed the next diagnostic circuit:
Proctological examination, anal cytology and high resolution anoscopy (HRA)
with a biopsy directed on suspicious lesions or random area, considering as
suspicious those lesions with dye staining or morphological alterations. The
cytological samples were evaluated according to the Bethesda system and 4
categories were established: normal, ASCUS, low-grade squamous
intraepithelial lesions and high-grade squamous intraepithelial lesions . All the
AARs were performed by the same general surgeon and were classified into 5
categories, according to the risk of dysplasia: Normal, low risk, intermediate
risk, high risk and suspicious lesion of cancer. Finally, a biopsy was taken and
classified into 4 categories: Normal, low degree of dysplasia, high degree of
dysplasia and cancer. HPV detection was performed on anal cytology sample
by capturing hybrids and virus genotyping by PCR. The HPV genotypes
identified in our sample were classified into two groups according to their

involvement in carcinogenesis process: High Risk and Low Risk.

RESULTS:

A total of 179 patients were selected with 286 visits to the specific
Outpatient Clinic in which 3 parallel screening tests were performed (anal
cytology, HPV genotyping and high resolution anoscopy (AAR) with a biopsy
directed on a suspicious or random area in case of not presenting alterations).

The sensitivity and specificity for the detection of high-grade dysplasia and
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cancer and their degree of agreement with the biopsy was as follows: cytology
3.23% /1 94.43% (k: 0.03), high HPV genotyping. risk 90.32% / 27.45% (k: 0.05),
AAR 32.26% / 87.45 (k: 0, 17), In all the tests the AUC was low, but differences
were detected when comparing them (p = 0.029). These differences were
obtained by comparing the cytology (screening test with the lowest diagnostic
accuracy) with the presence of a high-risk HPV (p = 0.017). The combination of
AAR and HPV-HR genotype showed the highest sensitivity (96, 77%), however
the specificity was very low (24.71%). No significant diagnostic gain was found
in the combination of the tests in parallel, respect to their performance

individually.

CONCLUSIONS:

1. Cytology and AAR have low sensitivity and high specificity. Genotyping
(presence of some high risk genotype for HPV) has a high sensitivity and low

specificity

2. The diagnostic accuracy, evaluated by the area under the curve, is low
for the 3 screening tests and presents significant differences between them.
Cytology is the test that has a significantly lower diagnostic accuracy compared

to HPV genotyping, which has the highest.

3. The combination of the 3 tests in parallel does not show a significant

diagnostic gain in relation to their individual application.

4. The combination of high-risk genotyping with HRA is the combination
that presents a higher sensitivity and higher NPV.

5. In light of our results, clinical protocols as they are currently being
developed should be abandoned, until there are studies that analyze the
screening tests systematically compared with the "gold standard" which is the

histopathological result.
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6. The study of diverse biomarkers such as the messenger RNA of
certain HPV genotypes, the cytological staining of proteins such as P16ink4a
and Ki67 open new doors to improvement the detection of preneoplastic lesions

in the future.
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5.1 NEOPLASIAS ANALES:

5.1.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA DEL CANAL ANAL:

a) Anatomia:

El canal anal es el segmento mas terminal del tracto digestivo y se
encuentra situado por debajo del nivel del suelo pélvico en la regidn
denominada periné. Los limites del periné se aprecian mejor cuando el sujeto
esta en posicion de litotomia. ElI perimetro del periné se muestra de esta
manera como un contorno en forma de diamante que esta delimitado
anteriormente por el borde inferior de la sinfisis pubica, lateralmente por las
tuberosidades isquiaticas derecha e izquierda y posteriormente por el céccix. El
limite superior del periné (techo del periné) es la superficie inferior del suelo
pélvico. Si se dibuja una linea transversal que discurre entre los extremos
anteriores de las tuberosidades isquiaticas derecha e izquierda, podemos
dividir el periné en dos areas triangulares. El triangulo urogenital anterior y el
triangulo anal, posteriormente. El triangulo anal contiene el canal anal en el

medio, limitado por las fosas isquio-rectales derecha e izquierda (1). (Figura 1)
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Figura 1: Vision lateral derecha de la union anorrectal, anillo puborectal y el
esfinter anal externo .Tomado de: Mahadevan V, Anatomy of the rectum and

anal canal, Surgery (2017).

El canal anal en el adulto mide aproximadamente entre 4 y 5 cm de
longitud. Su pared anterior es algo mas corta que su pared posterior. Desde su
inicio en el hiato del elevador hasta su continuacion directa con el recto, el

canal anal pasa hacia abajo y hacia atras.

La distincion entre el canal anal y el margen anal es un aspecto
importante a tener en cuenta. El canal anal se extiende desde el limite superior
del musculo puborrectal hasta el borde anal, coincidiendo con el surco
interesfintérico. La region radial de 5 cm que se extiende a partir de este punto

se conoce como margen anal (2).

El canal anal se encuentra dividido por la linea dentada o linea
pectinea, una referencia visible macroscopicamente que marca la zona de

transicion (ZT) de epitelio glandular del recto a epitelio escamoso anal.
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La parte superior del canal anal, sobre la linea dentada, presenta un
numero variable de rugosidades mucosas verticales (entre 8-10), denominadas
columnas de Morgagni. Transcurriendo entre los extremos terminales de las
columnas de Morgagni existen una serie de pliegues mucosos llamados
valvulas anales. La disposicién circunferencial de estas valvulas anales

conforman la linea pectinea.

Sobre cada valvula anal hay un repliegue mucoso denominado sinus
anal, sobre los que desembocan las glandulas mucosecretoras. Estas
glandulas se situan en la mucosa anal, submucosa y mas profundamente en el

esfinter interno (1). (Figura 2)

Desde un punto de vista eminentemente clinico, algunos autores
diferencian estas regiones en intraanal, perianal y cutanea. Las lesiones
intraanales son aquellas que no se visualizan o lo hacen de forma incompleta
al separar las nalgas; las perianales se visualizan completamente al separar las
nalgas y se localizan dentro de los 5 cm radiales al orificio anal y, por ultimo,
las lesiones cutaneas son aquellas que estan situadas a mas de 5 cm del

orificio anal, una vez separadas las nalgas.

El canal anal abarca de tres tipos de epitelios diferentes: glandular, de
transicion y escamoso no queratinizado (de proximal a distal, respectivamente).
Distalmente, el epitelio escamoso no queratinizado (que esta desprovisto de
apéndices epidérmicos tales como foliculos pilosos, glandulas apocrinas y
glandulas sudoriparas) se confunde con la piel perianal (epidermis verdadera).

Esta unidon mucocutanea se ha referido como el borde o margen anal.
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Figura 2: Corte coronal esquematico del canal anal y fosa isquiorectal derecha.
Tomada de: Mahadevan V, Anatomy of the rectum and anal canal, Surgery
(2017).

- Vascularizacién, Drenaje venoso y Linfatico:

El aporte arterial de los esfinteres interno y externo, como también el
de la mucosa de la porcion inferior del canal anal viene dada por las ramas
derecha e izquierda de la arteria rectal inferior, sin embargo, la mucosa cercana
a la linea dentada esta vascularizada por ramas terminales de la arteria rectal

superior.

Las arterias rectales medias hacen una contribucion insignificante.
Dentro de la pared del canal anal hay una rica red anastomadtica entre las
terminaciones de las arterias rectales inferiores y rectales superiores y algunas

ramas terminales de las arterias rectales medias.
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El drenaje venoso de la parte superior del canal anal se realiza a
través de la vena rectal superior y finalmente al sistema portal, mientras que, la
parte distal drena de manera directa a las venas iliacas internas a traveés de las
venas rectales medias, o indirectamente a través de la vena rectal inferior y las

venas pudendas internas.

La linea dentada marca dos zonas de drenaje bien definido. La mitad
distal del canal anal (es decir, por debajo de la linea dentada) tiene un drenaje
linfatico a los ganglios linfaticos inguinales superficiales bilateralmente.
Proximal a la linea dentada, sin embargo, el canal anal drena su linfa
principalmente a los ganglios linfaticos iliacos internos bilateralmente, y en una
medida muy limitada, a los ganglios linfaticos mesentéricos preadrticos

inferiores en la pared abdominal posterior.

b) Histologia:

Histolégicamente la region anal y la perianal presentan una gran
diversidad. Durante el desarrollo embrionario, el epitelio escamoso del
anodermo se va transformando gradualmente en un epitelio cuboideo no
queratinizado hasta la linea pectinea, lugar donde comienza la llamada zona
de transicion. Esta zona, de unos 12-15 mm, resulta de la fusion del
endodermo y el ectodermo y esta compuesta por un epitelio transicional,
cloacogénico o escamoso, que ademas puede contener células endocrinas o

melanocitos (3).

En el anodermo y la zona de transicion, las neoplasias mas frecuentes
se agrupan bajo la denominacion de carcinoma epidermoide o escamoso,
aunque también pueden surgir, de manera excepcional, otros tumores como el
melanoma o los tumores neuroendocrinos. Proxima a la zona de transicion y
hasta el limite superior del canal anal, la mucosa es similar a la rectal, por lo
que se podran originar neoplasias del tipo “adenocarcinoma” (2) . El margen
anal presenta un epitelio queratinizado que no difiere del epitelio cutaneo vy, por

ello, puede ser asiento de cualquier tipo de tumor propio de la piel.
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No hay un punto de referencia facilmente identificable entre el recto y
el canal anal; ademas, la ZT tiene un aspecto histolégico muy variable, por lo

que la clasificacion de los tumores que surgen en este area puede ser dificil.

c) Neoplasias de canal anal

c.1. Cancer de Células Escamosas (CCE):

Los tumores que surgen tanto en la mucosa transicional como en la
escamosa del canal anal son CCE y parecen comportarse de manera similar, a
pesar de su apariencia morfolégica a veces variable (4). La mayoria de las
series que hablan de "cancer anal" se refieren exclusivamente a este tipo de
tumores. Las caracteristicas basaloideas se identifican en aproximadamente el
25 por ciento de los CCE del canal anal y se deben distinguir de los carcinomas
basocelulares de la piel perianal, que como se indica a continuacion, se
clasifican como canceres de piel. El carcinoma basaloide (también denominado
de la unién o cloacogénico) es una variante de CCE que surge de la zona de
transicion epitelial. Sin embargo, estos términos han sido en gran parte
abandonados debido a que estos tumores son ahora reconocidos como
tumores no queratinizantes de células escamosas. Los tumores que surgen en
el canal anal por encima de la linea dentada se denominan CCE no
queratinizantes, mientras que los que surgen en el canal anal distal a la linea

dentada a menudo son CCE queratinizantes.

c.2. Adenocarcinoma (ADC):

Los adenocarcinomas que surgen de elementos glandulares dentro del
canal anal son raros, pero parecen compartir una historia natural similar a los
adenocarcinomas rectales y se tratan de manera similar. La determinaciéon del
sitio anatomico de origen de los carcinomas que se superponen a la unidn

anorrectal puede ser problematica, sobre todo porque la mucosa rectal puede
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extenderse a 1-2 cm del borde anal. De acuerdo con la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) se pueden distinguir 3 tipos de ADC en relacion,
principalmente, a su origen: los que tiene su origen en la porcidn superior del
canal anal, los que derivan de las glandulas o ductos anales y aquellos

asociados a fistulas anorrectales cronicas (3), (5).

c.3. Neoplasias de la piel perianal:

Los tumores que surgen dentro de la piel con vello o distales a la unidn
mucocutanea escamosa se han denominado canceres de margen anal. Sin
embargo, el término preferido es el de cancer de piel perianal, ya que a
excepcion de los melanomas, los tumores que surgen dentro de la piel perianal

se comportan bioldégicamente como canceres de piel.

Los tumores mas frecuentes de la piel perianal son los CCE, pero
otros tipos como por ejemplo, carcinoma basocelular, melanoma, enfermedad

de Bowen, y enfermedad de Paget pueden surgir en esta region.
En relacion con lo descrito anteriormente, se muestra la clasificacion mas

aceptada y utilizada internacionalmente, que corresponde a la clasificacion de
la OMS (Tabla 1):
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Canal Anal

Margen Anal

Carcinoma de células escamosas

(Cloacogénico)
* De células grandes queratinizadas
* De células grandes no
queratinizadas (transicional)
* Basaloide
Adenocarcinoma
* Tipo rectal
* De glandulas anales
* Relacionado con fistula anorectal

Carcinoma de células pequenas

Indiferenciado

Carcinoma de células escamosas

Condiloma gigante

Carcinoma de células basales

Enfermedad de Bowen

Enfermedad de Paget

Otros

Tabla 1: Clasificacion del cancer anal segun la OMS.

42




5.1.2 SITUACION ACTUAL DEL CANCER ESCAMOSO DE CANAL ANAL

Hasta la década de los afos 90 el cancer de canal anal no se
consideraba como una neoplasia que supusiese un problema preocupante para
el sistema publico de salud, ya que constituia el 5% de todas las neoplasias
gastrointestinales y afectaba fundamentalmente a personas de edad avanzada

con una mayor prevalencia entre las mujeres (6).

A partir de los anos 90 comienza a detectarse como un problema
preocupante de salud en Europa y Estados Unidos. Esta preocupacion deriva
de un aumento de la incidencia ligada a un grupo de poblacion mas joven,
mayoritariamente varones, homosexuales infectados por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), donde la frecuencia de la enfermedad era el

doble comparada con la poblacién en general (7).

La implantacion de Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad
(TARGA) a principios del siglo XX se ha acompafiado de un descenso de la
incidencia de aquellas neoplasias consideradas como enfermedades
definitorias del sindrome de la inmunodeficiencia adquirida (SIDA),
probablemente secundario a la mejora de la funcién inmunoldgica de estos
pacientes. Sin embargo, otras neoplasias, como el carcinoma anal, han
aumentado su incidencia en la era TARGA a pesar del mejor control
inmunoldgico de los pacientes. En el afio 2007 Hessol y colaboradores (8),
describieron un riesgo 2,9 veces mayor de desarrollar cancer de canal anal en
la era post-TARGA que en la era pre-TARGA en varones VIH positivos en San
Francisco, siendo seguido por numerosos estudios que confirmaban esta
realidad, haciéndonos pensar que existen mas factores de riesgo relacionados
en el desarrollo de esta enfermedad (9), (10). Asimismo, una cohorte
retrospectiva australiana situé al cancer de canal anal como el tercer cancer
mas frecuente en pacientes VIH positivos en el afo 2009 (11), en Europa la

“French Hospital data Base” demostraba una tendencia similar (12).
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El cancer anal representa en la actualidad el 2.5% de todas las
neoplasias digestivas en los EE.UU, con un diagnostico de 8200 casos nuevos

cada ano (13).

El aumento de la incidencia se ha relacionado de manera directa con un
aumento de la infeccién por el virus del papiloma humano (VPH), nimero de
parejas sexuales, presencia de verrugas genitales, habito tabaquico, relaciones

sexuales receptivas anales e infeccién por VIH (14).

Desde un punto de vista etiolégico presenta una mayor similitud con

enfermedades genitales que con los canceres gastrointestinales.

Existe un progreso en el tiempo, tanto en la manera de entender la
fisiopatologia como el tratamiento del mismo. En los afios 60 el conocimiento
disponible le buscaba el origen en una inflamacién crénica de la zona, si bien
actualmente se sabe que hay muchos factores que contribuyen a su desarrollo.
Respecto al tratamiento, implicaba la realizacion de una amputacion
abdominoperineal de rutina con colostomia permanente con la consiguiente
morbilidad afadida a los pacientes en los casos avanzados de deteccion

tardia, frecuentes en esa época (15).

El cancer de canal anal comparte numerosas similitudes con el cancer
de cérvix, del que hemos aprendido mucho en las ultimas décadas. Sabemos
que el cribado de lesiones preneoplasicas cervicales mediante citologia ha
reducido en un 75% el cancer de cuello de utero en paises desarrollados en los
ultimos 50 afos. En un intento de obtener los mismos resultados conseguidos
con el cribado del cancer cervical en la mujer, en los ultimos afios han surgido
multitud de estudios dirigidos a intentar demostrar una utilidad semejante de la
citologia anal para la deteccion temprana de lesiones premalignas de cancer

anal.

La finalidad del cribado de lesiones preneoplasicas anales es la de

detectar la displasia precozmente para poder erradicar las lesiones
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intraepiteliales anales (NIA) y, asi, poder prevenir la progresion de dichas

lesiones hacia cancer invasivo (16).

Tanto el cancer de canal anal como el cancer de cérvix asientan sobre
epitelios de transicidn, estan asociados a la infecciéon por el virus del papiloma
humano (VPH) y ambos se desarrollan a partir de lesiones precancerosas
displasicas, las cuales son practicamente idénticas histologicamente. Aunque
hay cierto paralelismo, existen importantes diferencias. La edad media de
aparicion del cancer de canal anal es mas tardia, la localizacion anatémica del
canal anal impide escisiones como la conizacion en mujeres y en el caso de la

NIA no existen protocolos estandarizados consensuados.

En una poblacion de alto riesgo, como lo son los varones homosexuales
con infeccion por el VIH, el screening para la prevencion del cancer de canal
anal podria estar justificado. Sin embargo, no existe una estrategia de cribado
Optima en la actualidad entre otras razones por falta de datos acerca de su

repercusion respecto a la morbimortalidad (17).

El objetivo fundamental de los programas de cribado en la actualidad es
la deteccidn de pacientes con neoplasias intraepiteliales anales (NIA), mas
concretamente las de alto grado (NIAAG) que son los casos que con mayor

probabilidad progresaran a formas infiltrantes (18).

Ademas, se han publicado estudios recientemente que proponen el
genotipado de VPH como una herramienta de cribado clave y util con una alta
sensibilidad y especificidad, para la deteccion de la NIA en una poblacion de

alto riesgo (19).
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5.1.3 EPIDEMIOLOGIA DEL CANCER ESCAMOSO DE CANAL ANAL Y
LESIONES PRECURSORAS:

Los tumores anales son neoplasias poco frecuentes del tubo digestivo,
representan el 5% de todas las neoplasias anorrectales y un 1,5% de los
tumores gastrointestinales. Las claves microscopicas en los tumores del canal
anal han ido cambiando progresivamente con los afos. El aumento de la
experiencia y el apoyo de técnicas inmunohistoquimicas y estudios
moleculares han provocado numerosos cambios en la nomenclatura. La lesion
mas frecuente, tanto del canal anal como de la piel perianal, es el carcinoma

escamoso, que representa entre el 70 y el 80% (20).

El ADC anal supone alrededor del 10% de todas las lesiones anales
malignas (5-19%), presenta una historia natural mas agresiva que el carcinoma
€scamoso con menor supervivencia y mayores tasas de recurrencia, tanto local
como a distancia (3), (20), (21).

La incidencia del carcinoma escamoso de canal anal en EE.UU. en
varones sanos es de 0,8 casos por cada 100.000 habitantes (6).
Desafortunadamente no podemos precisar con exactitud la incidencia y
prevalencia del mismo en Espafia por no existir ningun registro oficial que
recoja estos datos. No obstante, estudios epidemioldgicos recientes en otros
paises, fundamentalmente en Europa (12), (16), (22) y Estados Unidos (23),
reflejan un incremento importante en la incidencia, que se estima que es
aproximadamente del 2% anual en los ultimos 10 afios, especialmente en

determinados grupos de riesgo.

Se suele presentar en la 62-72 década de la vida, con un ratio mujer:
hombre de 2:1. Este ratio esta cambiando en la actualidad fundamentalmente
por un aumento de este tipo de cancer entre la poblacion homosexual VIH que

tiene relaciones anales. (24).
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Los factores de riesgo fundamentales para el desarrollo de cancer
escamoso de canal anal son la infeccion por el VIH, la infeccion por el VPH, el

numero de parejas sexuales, ambito urbano y relaciones anales.

La incidencia estimada de cancer anal entre la poblacion masculina
homosexual VIH fue de hasta 35 por 100.000 habitantes antes de la epidemia
de VIH y ha aumentado presumiblemente. La poblacion blanca tiene el mayor

rango de incidencia seguida de la poblacién negra, asiatica e hispana.

El agente etioldgico predominante es la infeccidon del VPH, aunque en la
mayoria de las publicaciones se sugiere un estado de inflamacion crénica
como factor de riesgo importante a tener en cuenta como el provocado por la
enfermedad fistulosa. Sin embargo, numerosos estudios de casos y controles y

de cohortes posteriores no lo han demostrado (25), (26), (27), (28).

LESIONES PRECURSORAS DEL CANCER ESCAMOSO DE CANAL ANAL:

La neoplasia intraepitelial anal es la lesién precursora del carcinoma
escamoso anal. La incidencia de NIA es baja en la poblacién general, pero
rivaliza con el cancer de colon en grupos de alto riesgo, particularmente en
aquellos con infeccion por el VIH y los hombres que tienen relaciones sexuales
con hombres (HSH). Por lo tanto, la deteccion de NIA y de cancer anal precoz
asi como el tratamiento de estas lesiones en centros con experiencia debe

considerarse en las poblaciones de alto riesgo (29).

El cancer anal es precedido por una neoplasia intraepitelial (30), una
lesidon premaligna que ha sido descrita por una variedad de esquemas de
clasificacion a través de la literatura, debido a la evolucion de la comprension
de su fisiopatologia subyacente. Las lesiones displasicas en la region anal se
informaron inicialmente como "leve", "moderada" y "grave" por los patdlogos.
Sin embargo, a medida que se establecié la conexién entre la displasia anal y
el VPH, se desarrollaron nuevos criterios de toma de préstamos del sistema de

clasificacion de patologia cervical, utilizando la terminologia NIA |, 1l y Il del

47



sistema de Bethesda (31), (32). Desafortunadamente, esto llevd a la
incertidumbre sobre la importancia de las lesiones NIA II, dejando a los clinicos
inseguros de qué lesiones requerian un seguimiento cercano y cuales podrian
ser seguidas de forma expectante (33). La aclaracion adicional de la relacién
entre la NIA y el VPH, junto con el descubrimiento de que las vias oncogénicas
de los canceres anales y genitales estan estrechamente relacionados ha
llevado recientemente a un sistema mas simple consistente en un enfoque de
dos clases de lesiones intraepiteliales escamosas de "Bajo grado/ Low grade"
(LSIL) y de “Alto grado/ High grade” (HSIL) (29). Bajo este sistema, NIA |
corresponde a LSIL y AIN Il / 1ll a HSIL. Las lesiones de “ alto grado” (HSIL) se
consideran premalignas, mientras que las lesiones de “bajo grado” (LSIL) no
se consideran premalignas, pero tienen el potencial de progresar a HSIL. Para
ser incluidos como HSIL, las lesiones AIN 2 deben ser positivas para la tincién
de p16 de acuerdo con las recomendaciones del proyecto de Terminologia

Escamosa Anogenital Inferior (LAST) (34).

Los informes citolégicos incluiran ocasionalmente el término "ASCUS",
o0 "células escamosas atipicas de importancia indeterminada", que pueden
incluirse generalmente en la categoria LSIL, a pesar de que un diagndstico de
células escamosas atipicas no puede descartar la presencia de una lesion de

grado superior.
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Normal Lesiones de bajo grado de Lesiones de alto grado de
carcinogénesis carcinogénesis
Condiloma/NIA I/ASCUS NIA [I/NIA T
Displasia leve Displasia moderada/severa

Tabla 2: Unificacion de terminologia relacionada con la neoplasia intraepitelial
anal: NIA: Neoplasia intraepitelial anal; ASCUS: Atipias en células escamosas

de significado incierto.

Una biopsia se diagnostica como HSIL cuando las células basaloides
anormales, caracterizadas por un aumento de la relacion nuclear a citoplasma,
reemplazan mas de la mitad del epitelio. LSIL se diagnostica cuando el 20 al 25
por ciento del epitelio es reemplazado por células anormales. LSIL también se
caracteriza por la presencia de coilocitos, células agrandadas con un halo
citoplasmico que rodea el nucleo, el cual, es indicativo de la replicacion activa
de HPV (35).

Las lesiones que muestran evidencia de LSIL pueden regresar
espontaneamente, como esta bien documentado en el cuello del utero, o
progresar a HSIL. Por el contrario, HSIL es menos probable que regrese,
independientemente de la condicién de VIH (36, 37). Mientras que es menos
probable que regresen las lesiones que contienen la infeccidén por el genotipo
16 del VPH (SPANC estudio).

Hasta la fecha no se han realizado estudios prospectivos aleatorizados
para determinar si el tratamiento de HSIL anal es eficaz para reducir la
incidencia de cancer anal. Sin embargo, un estudio prospectivo aleatorizado

apoyado por el Instituto Nacional del Cancer de Estados Unidos y los Institutos
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Nacionales de Salud de Investigacion del SIDA esta en curso para abordar esta
cuestion (ANCHOR estudio).

En el cuello del utero, la regresion y las tasas de progresion para cada
grado de lesion cervical han sido caracterizadas (38). Sin embargo,
relativamente poco se sabe hasta la fecha sobre la historia natural a largo

plazo de lesiones intraepiteliales escamosas anales.

A continuacion se exponen recomendaciones generales de tratamiento

de HSIL recogidas en la literatura:

Lesiones intraanales:

v Para lesiones pequefias solitarias, o lesiones que representan menos
del 50 por ciento de la circunferencia del epitelio de transicién, se
sugieren enfoques locales. Esto puede incluir la aplicacion de acido
tricloroacético al 80 por ciento, coagulacion infrarroja, ablacion por

radiofrecuencia o electrocauterizacion.

v' Para lesiones que representan mas del 50 por ciento de la
circunferencia, el tratamiento puede ser con electrocauterizacion o
coagulacion infrarroja. Si existe una preocupacién por la estenosis, estos
procedimientos se pueden llevar a cabo localmente de una manera
escalonada sin tratar mas del 50% de la circunferencia en una visita.
Alternativamente, se puede usar por via endoanal el inmunomodulador
imiquimod (en formulaciones al 3 o 5 por ciento) o fluorouracilo al 5 por
ciento. Esto puede resultar en una resolucion completa de las lesiones o
una reduccion en el tamafio cuando las terapias locales pueden ser
utilizadas. Ninguno de estos enfoques esta aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) en EE.UU vy los
datos disponibles sobre su eficacia para reducir o eliminar HSIL son muy
limitados (39), (40).
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Lesiones perianales:

Los tratamientos han tendido inicialmente a involucrar modalidades mas
conservadoras que dependen de la extension de la lesion/es. Las
lesiones pequeias se pueden tratar con ablacion local o extirpacion
quirurgica, mientras que las lesiones mas extensas se pueden abordar
inicialmente con la aplicacion de imiquimod o 5-fluorouracilo, ademas de
una observacion estrecha continua, antes de considerar la intervencion
quirurgica. El tratamiento de las lesiones diagnosticadas como LSIL,
incluido el condiloma, en la biopsia (para excluir la HSIL) es opcional ya
qgue estas lesiones no progresan directamente a cancer invasivo. Sin
embargo, los pacientes con LSIL pueden optar por recibir tratamiento
por una variedad de razones que incluyen sintomas (ardor, picory
sangrado) o angustia psicolégica. Los pacientes con LSIL que no
reciben tratamiento deben ser seguidos cada seis meses debido a la alta
tasa establecida de progresion a HSIL. Antes del tratamiento, se debe

realizar una evaluacion exhaustiva para excluir el cancer anal.
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5.1.4 HISTORIA NATURAL DEL CANCER ESCAMOSO DE CANAL ANAL

La carcinogénesis es un proceso gradual determinado por la presencia
del VPH. Se requieren cambios genéticos y citoldgicos para que se lleve a
cabo. El proceso comienza por la infeccion persistente por el VPH,
secundariamente, dafios genéticos contribuyen a la transformacion de células
normales a cancerosas (41) aunque este proceso no es conocido con exactitud

a nivel del canal anal.

Se acepta que la evolucién es similar a la del cancer de cérvix. Se ha
demostrado la asociacion con el VPH vy la predileccion que este tiene por la
unién escamo-columnar. La mayoria de estas lesiones se localizan en la ZT,
aunque se trata de una enfermedad multifocal que puede afectar tanto al canal
anal como a la piel perianal. Sin embargo, la historia natural de la neoplasia
intraepitelial cervical y anal es diferente y el motivo de esta diferencia puede
ser debido a las diferencias anatomicas, fisiolégicas (actividad hormonal) e

inmunoldgicas entre ambas localizaciones (42).

El VPH infecta los queratinocitos de la capa basal a través de zonas
discontinuas en la capa mas superficial del epitelio (lesiones, micro-heridas o
microabrasiones). Estas heridas proporcionan el contacto entre los receptores
presentes en la células basales y los viriones, que entran asi por endocitosis
(43). Cuando el VPH se asocia a lesiones benignas como condilomas, la
replicaciéon del genoma viral es extracromosomal, mientras que para que se
produzca una lesién maligna el Acido Desoxirribonucleico (ADN) viral se ha de
integrar en el cromosoma del huésped. La integracion del VPH es obligatoria
para la progresion hacia HSIL y tumor invasivo, y es el paso principal en la
transicion del LSIL a HSIL, siendo el origen de la multiplicacién de células

monoclonales (44).

Una acumulacion secuencial de cambios moleculares y la integracion del
DNA del VPH, con la consiguiente inestabilidad cromosomica, caracteriza la
evolucion de una mucosa anormal a un carcinoma invasor. La inestabilidad de
los cromosomas inicia la secuencia de mutacion de carcinogénesis causando

un desequilibrio en el numero de cromosomas y un aumento de la tasa de
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pérdida de heterocigosidad, lo cual es un importante mecanismo de
inactivacion de genes supresores de tumores (45). La progresion hacia
carcinoma invasor requiere ademas peérdidas en los cromosomas de genes
supresores de tumores como el APC (5q), 17p (p53) y 18 q (DDC) (46).

En los ultimos afos la incidencia de la progresiéon de la enfermedad
premaligna a invasora se ha movido en un rango de entre el 2% y el 9%. Sin
embargo, las series mas recientes han informado de tasas de entre 13% y el
50% en pacientes inmunocomprometidos gestionados con actitud expectante
(47). Scholefield y colaboradores (48) cifraron el riesgo estimado de progresion
de NIA hasta cancer anal invasivo en el 10% en 5 afos. Sin embargo, esta tasa
debe ser interpretada con precaucion ya que las tasas de progresion pueden
variar de acuerdo a factores como la erradicacion de la enfermedad y los
factores de riesgo que aumentan el riesgo de progresion a enfermedad
invasiva (49). Ademas, Simard y colaboradores mostraron que la incidencia de
displasia de alto grado en los hombres en San Francisco habia aumentando en
un 11,48% por afio entre 2000 y 2009 (50). (Figura 3)

Infeccion Progresion
Epitelio [ Infeccion — 7

Invasion

normal |le——— VPH M— o — . — NIA

Aclarado J Regresion

Alteraciones citologicas y/o histologicas

moderadas

Figura 3: Carcinogénesis. Esquema secuencial de la historia natural del cancer

escamoso de canal anal.
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5.2 POBLACION DE RIESGO

Historicamente se creia que el cancer anal se desarrollaba en areas
de inflamacion local cronica o irritacion asociada con afecciones benignas
anales y perianales, como hemorroides, fisuras y fistulas (51, 52). Los informes
de casos de cancer anal en el desarrollo de la enfermedad inflamatoria
intestinal (EIll) llegaron a la conclusion de que este tumor resultdé de la
inflamacion crénica, de una manera similar al desarrollo de una neoplasia
colorrectal en pacientes con Ell subyacente (53). Sin embargo, estudios
posteriores de casos y controles encontraron poco o0 ningun impacto de una
historia de hemorroides, fistulas y fisuras en el desarrollo de cancer anal (54).
Ademas, en una gran serie danesa, ninguno de los 1160 pacientes con Ell
desarroll6 cancer anal (55), lo que hizo abandonar esta teoria, e investigar la

relacion con los factores de riesgo que actualmente conocemos.

Actualmente es el 26° tipo de cancer mas comun en los Estados
Unidos con aproximadamente 7000 casos al afno. Aunque la evidencia sugiere
que la mayoria de los canceres anales son inicialmente asintomaticos, una
probabilidad tan baja pre-prueba no hace viables pruebas de deteccion para la
poblacién en general. Sin embargo, hay poblaciones con una prevalencia
desproporcionada de cancer anal donde seria mas propicio el cribado grupal
(56).

1. Estado de inmunosupresion:

Los pacientes inmunosuprimidos son cada vez mas reconocidos como
uno de los grupos de mayor riesgo de padecer cancer anal (57). Gran parte de
esta asociacion se desarrollo sobre el aumento de la epidemia de VIH/SIDA en
las ultimas tres décadas. Aunque las practicas sexuales, en particular las
relaciones anorreceptivas, se han asociado con el cancer anal, estudios
recientes han demostrado que el riesgo de cancer anal en individuos
seropositivos existe independientemente de las practicas sexuales (58). El

riesgo de progresion de la displasia anal parece correlacionarse directamente
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con el grado de inmunosupresion medida por el recuento de CD4 + de células
T, con un recuento de células menor de 200 células / mm3 (59), aunque
sorprendentemente las terapias antiretrovirales de alta actividad no han
conseguido disminuir el cancer anal. Se piensa que la restauracién del sistema
inmunoldgico no elimina por completo el aumento del riesgo de cambios
displasicos ya establecidos y ademas los pacientes tratados con
antirretrovirales estan viviendo mas tiempo aumentando la incidencia de la
enfermedad (12).

De manera similar, otras poblaciones inmunosuprimidas comparten
una mayor incidencia de cancer anal. Existen estudios que demuestran un
aumento de las tasas de cancer anal en trasplantados renales y hepaticos (60),
(61). La terapia con glucocorticoides cronica para el tratamiento de
enfermedades autoinmunes puede predisponer tanto a la infeccion por VPH

como al cancer anal invasivo relacionado con el VPH (62).

2. Actividad sexual:

La mayor incidencia de la enfermedad descrita en hombres

homosexuales en publicaciones iniciales, proporciond el vinculo entre la
actividad sexual y el desarrollo de cancer anal (25), (63).
Existen varios estudios de casos y controles que demuestran un mayor riesgo
relativo de desarrollar cancer anal en relacibn con haber padecido
anteriormente verrugas genitales (RR 32,5), herpes simple 2 (RR 4,1) o
Chlamydia Trachomatis (RR 2,3) en mujeres. En hombres, el riesgo de padecer
cancer anal aumentaba en aquellos que no tenian pareja estable (RR 8,6),
habian participado en alguna actividad sexual homosexual (RR 50), habian
practicado relaciones sexuales anales receptivas (RR 33) o tenian un historia
previa de verrugas genitales (RR 27) o gonorrea (RR 17) (25). Estudios
posteriores confirmaron la relacion entre el cancer anal y el coito anal receptivo
en hombres (54), (64), (65).
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Un segundo estudio de casos y controles en heterosexuales comparé
417 pacientes con cancer anal, 534 pacientes con cancer de recto y 554
controles normales. En el analisis multivariante, los factores de riesgo mas
relevantes para desarrollar cancer anal en mujeres fueron 10 o mas parejas
sexuales de por vida (RR 4,5), antecedentes de verrugas anales (RR 11,7),
verrugas genitales (RR 4,6), gonorrea (RR 3,3), displasia cervical (RR 2,3) o
parejas sexuales con antecedentes de enfermedades de transmision sexual
(RR 2,4). Historia de relaciones anales receptivas antes de los 30 afos y por lo
menos dos companeros de sexo anal también fueron factores de riesgo
significativo en las mujeres. Entre los hombres heterosexuales, el analisis
multivariante revelo riesgos significativamente elevados de cancer anal con 10
0 mas parejas sexuales (RR 2,5), antecedentes de verrugas anales (RR 4,9) o
antecedentes de sifilis 0 hepatitis (RR 4,0) (66).

También existe un mayor riesgo de desarrollar cancer anal después de
un diagnostico de cancer de cuello de utero recogido en el Registro de cancer
Danés (65) y en la base de datos SEER en los Estados Unidos (67).

3. Infeccion por el Virus del Papiloma Humano:

La infeccion por el VPH es la enfermedad de transmision sexual mas
comunmente diagnosticada en los Estados Unidos y proporciona parte del
vinculo entre la actividad sexual y el cancer anal. Existe una estrecha
asociacion entre la infeccidon por cepas oncogénicas del VPH y muchas
lesiones premalignas y malignas del tracto genital, el ano y el recto (66), (68).
El ADN del VPH se ha aislado en el 46 al 100% de los SCC in situ e invasivos
del ano y los estudios epidemiolégicos han demostrado que hasta el 93 por

ciento de los CCE anales estan asociados con la infeccion por VPH.
Existen varios tipos de VPH en el tracto anogenital, aunque solo unos

pocos se han relacionado con el cancer. Al igual que en el cancer de cuello de

utero, el genotipo 16 es el tipo mas frecuentemente aislado y su presencia
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indica una mayor probabilidad de desarrollar cancer invasivo y lesiones

preneoplasicas (69).

La infeccién de VPH en el canal anal y la regién perianal puede ser

subclinica o clinicamente aparente como condilomas.

La prevalencia de la infeccion por VPH entre los hombres que tienen
sexo con hombres (HSH), un grupo con alto riesgo tanto de NIA como de

cancer anal invasivo, es mayor en presencia de infeccion por VIH (70).

Una minoria sustancial de canceres anales no estan asociados con la
infeccion por VPH. No se han observado diferencias entre los tumores VPH
positivos y los tumores VPH negativos en cuanto a la edad del paciente, la
presencia de displasia adyacente, la diferenciacion ductal o el prondstico (71).
La epidemiologia, vias de transmision, tropismo celular, mecanismos de

infeccion, replicacion e integracién del virus seran comentados mas adelante.

4. Infeccién por VIH:

No esta claro si la infeccién del VIH en si misma tiene un efecto directo
en el desarrollo del cancer de anal o si esta mediada por el VPH.
Existen datos epidemioldgicos publicados que respaldan una relacion directa

entre el VIH, el VPH y el cancer anal:

Las tasas crecientes de cancer anal en los Estados Unidos entre 1980
y 2005 fueron fuertemente influenciadas por la epidemia de VIH en hombres,
pero fueron independientes de la infeccidon por VIH entre mujeres. Entre los
hombres, las tasas de incidencia aumentaron en un 3,4 por ciento anual en
general y en un 1,7 por ciento anual en hombres sin infeccién por el VIH. Entre
las mujeres, las tasas de incidencia de cancer anal aumentaron un 3,3 por
ciento anualmente en general y un 3,3 por ciento anualmente en aquellos sin
infeccion por el VIH (72). Existe una incidencia notablemente mas alta de

lesiones displasicas y cancer anal en hombres infectados con VIH,
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particularmente entre HSH, lo que nos hace pensar que efectivamente existen
mas factores como la actividad sexual, comentada anteriormente, que influyen

en el desarrollo de esta enfermedad.

En un informe de 13 cohortes (34.189 personas infectadas por el VIH y
114.260 personas no infectadas por el VIH) que se incluyeron en la
Colaboracion de Investigacion y Disefio de Cohortes de América del Norte (NA-
ACCORD) durante los anos 1996 a 2007, las tasas de incidencia de cancer
anal no ajustadas por 100,000 personas-ano fueron 131 para HSH infectados
por el VIH, 46 para otros hombres infectados con VIH y 2 para hombres no
infectados con VIH (73).

Por otro lado la incidencia de infeccion por VPH y malignidad
preinvasiva e invasiva asociada al VPH aumenta en pacientes infectados por

VIH, independientemente de la practica sexual (74).

Entre los individuos infectados con VPH, la prevalencia de carcinomay
de displasia de alto grado es mayor en aquellos con infeccién concomitante por

VIH en comparacion con aquellos que son VIH negativos (75).

A pesar de estas observaciones, el impacto general de la infeccion por
el VIH en las tasas de incidencia de cancer anal sigue sin estar claro, ya que
los estudios poblacionales han producido resultados contradictorios (22), (65),
(72), (76), (77).

Los pacientes con una mayor duracion de la infeccion por el VIH tienen
una tasa sustancialmente mayor de cancer de anal, pero a diferencia de otros
canceres asociados al SIDA, el uso de terapia antirretroviral de gran actividad
no ha llevado a una disminucion en la incidencia de cancer de anal (12). Sin
controlar las relaciones anales receptivas y la infeccion previa por VPH es dificil
discernir el verdadero efecto del VIH sobre la incidencia del cancer anal. Es
posible que la infeccion por el VIH interactue con el VPH para predisponer al

cancer anal.
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En una cohorte de 346 hombres homosexuales infectados por el VIH y
262 VIH negativos, la infeccidon con multiples tipos anales de VPH fue mas
comun en los pacientes infectados por VIH (73% frente a un 23%) y se asocié
con inmunosupresion significativa (recuento de CD4 por debajo de 200 /
microL) (78). Este hallazgo podria reflejar una mayor replicacion del VPH en
pacientes con SIDA, lo que permitiria que mas tipos de VPH lleguen a una
concentracion detectable. La infeccidon con mas de un tipo de VPH se asocia
con un mayor riesgo de citologia anal anormal.
La inmunosupresion cronica en la infeccion por VIH también esta asociada con
un mayor riesgo de cancer anal y de progresion de displasia de bajo grado a
alto grado o a cancer invasivo (41), (56), (78). Existe un estudio suizo de casos
y controles anidado en una cohorte en el que recuentos bajos de CD4 se
asociaron significativamente con el cancer anal, tanto en nadir como en el

momento del diagndstico de cancer (79).

5. Habito tabaquico:

Varios estudios de casos y controles han observado un riesgo mayor
estadisticamente significativo de cancer anal en fumadores, especialmente en
fumadores actuales (64), (69), (79).

El tabaquismo esta altamente asociado con la neoplasia cervical y se cree que

actua como un cocarcinégeno (80).
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5.3 VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

5.3.1 ORGANISMO PATOGENO

Los virus del papiloma humano constituyen un grupo de pequefios virus
de ADN causantes de numerosas lesiones benignas y malignas en piel y

membranas mucosas.

El VPH pertenece a la familia Papillomaviridae. Como todos los virus del
papiloma, carece de envoltura, mide 55 nm de diametro y presenta un genoma
de ADN circular bicatenario con unos 7.900 pares de bases incluidos en una
capside icosaédrica. El genoma del VPH contiene tres regiones funcionales:
una de genes tempranos (seis en total: E1, E2, E4, E5, E6 y E7), expresados
poco después de la infeccion y que controlan la replicacion, la transcripcion y la
proliferacion nuclear; una de genes tardios (dos en total: L1 y L2), expresados
en fases posteriores de la infeccion y codificantes de las proteinas
estructurales de la capside; y una region de control larga, que contiene las
secuencias reguladoras encargadas de coordinar la replicacion y transcripcion
de genes tempranos y tardios. Los virus del papiloma completan su ciclo vital
solo en células epiteliales diferenciadas terminalmente, por lo que es dificil que

crezcan en cultivo celular.

La mayor parte de los tipos del VPH se incluyen en tres grandes
géneros: a (tipos principalmente mucosos o genitales), B y y (causantes ambos
de lesiones cutaneas). Se han identificado mas de 150 tipos de VPH, mas de
40 de los cuales infectan la piel y las mucosas genitales. De los tipos genitales,
unos 15 se consideran de alto riesgo, por asociarse a lesiones intraepiteliales
escamosas de alto grado y a canceres de cuello uterino, ano, pene, vulva,
vagina y orofaringe, mientras que otros se consideran de bajo riesgo por
relacionarse mayoritariamente con verrugas genitales y lesiones intraepiteliales

escamosas de bajo grado.

60



5.3.2 EPIDEMOLOGIA

La infeccion por el VPH se transmite principalmente por contacto directo
de la piel o las membranas mucosas con una lesion infectada. La infeccion
genital por el VPH suele contraerse durante el coito, aunque también son
posibles vias de transmision como contacto sexual sin penetracion o contacto

orogenital o manual-genital.

Por lo que respecta al VPH genital, en EE. UU. es la infeccién de
transmision sexual mas frecuente (81). La mayoria de las infecciones son
asintomaticas y remiten sin tratamiento; se estima que solo el 10% persisten

mas de 2 anos (82).

La incidencia de la infeccion genital por el VPH y las verrugas genitales
parece estar disminuyendo en paises que han abordado programas de

vacunacion (83).

Las infecciones con potencial oncogénico causadas por el VPH son
infrecuentes en hombres sanos y la mayoria remiten en el primer afio (84).
Todos los tipos y manifestaciones de infeccion por el VPH son mas comunes
en personas con deterioro de la inmunidad de mediacidon celular, como los
infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) o con tratamiento
inmunodepresor. Entre HSH infectados por el VIH, la prevalencia de HSIL
alcanza casi el 30%, y la de cancer anal es de 46 por 100.000 (85). Es
resefable que la infeccién por el VPH aumenta la propension a la infeccion por
el VIH y otras infecciones de transmisién sexual, lo que implica la posibilidad de
que las vacunas contra el VPH pudiesen contribuir a prevenir la infeccion por el
VIH.

61



5.3.3 BIOPATOLOGIA

La infeccién por el VPH provoca enfermedad por crecimiento celular
aberrante. En los tipos cutaneos y de bajo riesgo, lesiones como las verrugas
sobrevienen por proliferacion benigna inducida por el VPH de capas
epidérmicas. En los tipos genitales de alto riesgo se desarrollan lesiones
precancerosas y cancerosas al producirse sustitucion del epitelio por células
indiferenciadas, por interferencia inducida por el VPH en el crecimiento celular

normal.

La infeccibn empieza en la capa inferior y menos diferenciada del
epitelio, la de células basales, en la que la exposicion se ve facilitada por
microtraumatismos. Se requiere una discontinuidad de la integridad del epitelio
para que la particula viral pueda unirse a los proteoglicanos de heparan
presentes en la membrana basal y las células basales, tras lo que inicia un
proceso que incluye una modificacion de la conformacién de la capside y las
proteinas, lo que permite la entrada por endocitosis facilitada por varias
posibles moléculas candidatas del huésped. A medida que las células basales
se diferencian y se desplazan hacia la superficie del epitelio, tienen lugar la
replicacidon y la transcripcion del ADN del VPH y se ensamblan las particulas
virales en el nucleo. En ultima instancia, se liberan viriones completos, lo que
posiblemente esta muy relacionado con el proceso de eliminacion de los restos

de los queratinocitos muertos (descamacion de la piel) (86).

La patogenia del cancer inducido por el VPH conlleva integracion viral en
el genoma del huésped, con la consiguiente alteracion del gen regulador de la
transcripcion de E2 y aumento de la expresion de las proteinas E6 y E7. Estas
proteinas presentan actividad oncdégena y afectan al crecimiento celular,
uniéndose a las proteinas supresoras tumorales, E6 con p53 y E7 con proteina
de supresion tumoral del retinoblastoma, alterando la apoptosis y la regulacion

del ciclo celular.

La respuesta inmunitaria a la infeccion por el VPH es menos intensa que

la de otras infecciones virales. Las proteinas virales y los viriones infecciosos
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se desarrollan en células superficiales, con limitado contacto con el sistema
inmunitario, sin lisis celular o viremia desencadenantes de una respuesta
inflamatoria. Por otro lado, el VPH inhibe diversos componentes de la
respuesta inmunitaria, como la via de los interferones y la expresion de
citocinas inflamatorias y del complejo principal de histocompatibilidad de clase
l.

La proliferacion celular inducida por el VPH también se asocia con el
aumento del trafico de leucocitos y la angiogénesis, que es el resultado de la
produccion de numerosas citocinas y quimiocinas, como el factor de necrosis
tumoral-a; la proteina quimiotactica monocitica-1; la quimiocina CCL27; el
factor de crecimiento celular endotelial vascular; los interferones a, B y v; la
proteina inducible por interferén y-10, CXCL10; el acido retinoico y el factor de

crecimiento tumoral-$ (87).

Después de una infeccion por VPH, se desarrolla una respuesta
inmunitaria humoral y celular, pero su correlacion con las pruebas de
laboratorio no es necesariamente uniforme o constante. Las proteinas E7 y L1
son los antigenos mas potentes. La estimulacién tras la inmunizacién de la
formacion de anticuerpos neutralizantes frente a la proteina L1 nativa se ha

aprovechado para producir las vacunas actualmente disponibles (88).

La infeccidn persistente por varios tipos de VPH genital de alto riesgo
esta firmemente establecida como causa del carcinoma escamoso y el
adenocarcinoma de cuello uterino, y el VPH 16 en particular desempefia una

funcién causal en otros canceres escamosos anogenitales y orofaringeos (89).

63



5.3.4 TIPOLOGIA Y MANIFESTACIONES CLINICAS:

Actualmente se han caracterizado al menos 184 tipos de VPH y se han
reconocido otros muchos. Los VPH muestran especificidad de huésped y cada

tipo se asocia, en gran medida, a un proceso histopatoldgico distintivo.

A continuacién se muestran diferentes tipos de VPH y su asociacion con
diferentes enfermedades en funcién del tropismo celular del VPH que puede

infectar superficies cutaneas y mucosas (90) : (Tabla 3)

La distincion entre la asociacion frecuente y menos frecuente es
arbitraria en muchos casos. La estadistica descriptiva a gran escala de la
distribucion del tipo de VPH por enfermedad no esta disponible para la mayoria
de los tipos de VPH. Ademas, muchos tipos de VPH se han buscado o

identificado una sola vez.
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Enfermedad

Genotipo HPV

Verrugas plantares

1,2,4,26,27,29,41,57,63,65, 77,117, 125, 128, 129,
130, 131, 132, 133, 148, 149

Verrugas comunes

1,2,4

Verrugas comunes de manipuladores de

carne, aves y pescado

2,7,1,3,4,10, 28

Verrugas planas e intermedias

3,10, 26, 27, 28, 38, 41, 49, 75, 76, 126

Epidermodisplasia verruciforme

5,8,9,12,14,15,17, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 36, 37,
38, 47, 49, 50, 93

Condilomas acuminados

6,11,16,18,31,33, 35, 40, 42, 43, 44, 45, 51, 52,
53, 54, 55, 56 , 58 , 59, 66, 68 , 70, 153

Neoplasia intraepitelial, sin especificar

26,30, 34, 39, 40, 53, 57, 59, 61, 62, 67,68 , 69, 71,
81, 83

Bajo grado 6,11,6,18,31,33, 35,42, 43, 44, 45, 51, 52, 54, 61,
70,72, 74
Alto grado 6, 11,16, 18, 31,33 ,34,35, 39,42, 44, 45, 51, 52, 56,

58, 66 , 67

Carcinoma de cérvix

16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67, 68,
73,82

Papilomatosis respiratoria recidivante

6, 11, 16, 18, 31, 33, 35, 39

Hiperplasia epitelial focal de Heck

16, 32, 18, 33, 45

Papilomas y carcinomas conjuntivales

6,11, 16

Otras lesiones cutaneas

36, 37,38 ,41,48,60,72, 88, 92, 93, 94, 95, 96, 107,
110, 111, 155, 174

Otras lesiones genitales

30, 84 , 85, 86, 87, 89, 90, 91, 97, 101, 102, 103, 106,
175, 180

Tejido sano cutaneo o de mucosas

80, 114, 115, 116, 118, 119, 120, 121, 122, 123, 124,
127, 134, 135, 136, 137, 138, 139, 140, 141, 142, 143,
144, 145, 146, 147, 150, 151, 156, 161, 162, 163, 164,
165, 166, 167, 168, 169, 170, 171,172, 173

Tabla 3: Relacion entre genotipo de VPH y manifestaciones clinicas.
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5.3.5 VPHY CANCER:

El potencial oncogénico de los papilomavirus animales se mostré hace
afos en pacientes con epidermodisplasia verruciforme. En estos pacientes, las
lesiones cutaneas caracteristicas inducidas por tipos especificos de VPH sufren
a menudo transformacion maligna, sobre todo cuando aparecen en zonas
expuestas a la luz solar . La mayor parte de la investigacion sobre el potencial

oncogeénico de los VPH se ha centrado en canceres del tracto genital (91).

En los ultimos 30 afos, una serie amplia y coherente de observaciones
bioldgicas y epidemioldgicas ha demostrado que la infeccién por VPH es la
causa necesaria aunque no suficiente, para el desarrollo del cancer de cuello

uterino:

v Existe una fuerte asociacion entre los tipos de VPH denominados de alto
riesgo oncogénico (tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 y
66 de la clasificacion de la International Agency for Research on Cancer)

y el cancer de cuello uterino.

v' La asociacion ha sido especifica, de forma que entre los cerca de 40
tipos de VPH asociados con los 6rganos genitales o, mas ampliamente,
las superficies mucosas, so6lo un subconjunto de los tipos (por lo menos

15) son oncogénicos para el cuello uterino.

v La infeccién por VPH precede al desarrollo de anomalias cervicales y de
cancer. La mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y duran
una media de 13,5 meses para los VPH de alto riesgo y 4,8 meses para
los tipos de bajo riesgo. Sin embargo, entre el 15% y el 30% de las
mujeres con citologia cervical normal, pero con alto riesgo de infeccién
por VPH, desarrollan en los siguientes 4 afos una neoplasia
intraepitelial cervical (CIN) de grado 2 o 3. Por el contrario, la CIN 2 0 3
es poco probable que se desarrolle en las mujeres con anomalias
citologicas escamosas leves que sean negativas para el VPH de alto

riesgo. Aunque la eliminacién del ADN del VPH parece preceder a la
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desaparicion de las lesiones cervicales, la persistencia de ADN del VPH
después del tratamiento para la CIN 2 o 3 es un factor predictivo de

recaida.

v' La asociacion temporal entre el VPH y las lesiones premalignas del
cuello uterino ha demostrado ser util para las estrategias de prevencion.
Por tanto, el analisis de VPH es mas sensible que la citologia cervical
repetida en la identificaciéon de mujeres con células escamosas atipicas
de significado indeterminado (ASC-US, por su acréonimo en inglés) que
en aquéllas con CIN 2 o 3. El niumero de parejas sexuales, la edad de la
primera relacion sexual y la conducta sexual del varon son factores de
riesgo para las infecciones por VPH y el cancer de cuello uterino, que
ocurre mas adelante en la vida. Esta secuencia temporal es compatible

con una relacion de causalidad entre la infeccion y el cancer (92).

v' En algunos estudios, se ha observado una relacion directa entre la
carga viral y el riesgo de cancer, que es compatible con un gradiente

bioldgico.

v Diversas lineas de evidencia biolégica apoyan el papel oncogénico del
VPH. Casi todas las células neoplasicas en los tejidos del cancer de
cuello uterino contienen ADN del VPH, incluidas las metastasis. Los
genes E6 y E7 tienen un mayor nivel de expresion en neoplasias que

en lesiones benignas.

v' Existen ensayos clinicos de la vacuna del VPH que han demostrado
ampliamente que la inmunizacion contra los tipos 6, 11, 16 y 18 del
VPH protege no sélo contra la infeccién posterior, sino también contra
enfermedades (verrugas y neoplasias intraepiteliales de todos los
grados) causadas por el genotipo homdlogo en el cuello uterino, la
vagina y la vulva y en la parte externa de los genitales masculinos y el
ano (90).
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5.3.6 METODOS DE DETECCION DEL VIRUS :

La deteccion del VPH se ve facilitada por los avances recientes en
biologia molecular. Las pruebas de deteccion del VPH se dividen en tres

categorias (93):

e Prueba de ADN del VPH: La prueba de ADN del VPH fue el primer método

desarrollado aplicable a la practica clinica. Muchos estudios demostraron que

las pruebas de ADN del VPH sumado a la citologia cervical mejoraba la
sensibilidad para la deteccion de lesiones precursoras del cancer de cuello
uterino, como la neoplasia intraepitelial cervical (CIN) 2 y 3. Sin embargo, la
especificidad también disminuyd, lo que ocasionaba la posible derivacion

innecesaria de mujeres para la realizaciéon de una colposcopia.

e Prueba de Acido Ribonucleico (ARN) del VPH: la prueba del ARN del VPH,

busca la expresion del ARN en las proteina E6 y / 0 E7, puede realizarse con la

expectativa de que la expresion activa del oncogén del VPH proporcione una
sensibilidad y especificidad equivalentes a las del ADN del VPH. La prueba
basada en ARN ha recibido la aprobacion de la Administraciéon de Drogas y
Alimentos de los Estados Unidos (FDA) para la deteccion del VPH cervical, ya
que mejora significativamente la especificidad de detectar CIN grado 2 y
superior, disminuyendo asi la tasa de falsos positivos en comparacion con las
pruebas de deteccion ADN del VPH.

e Deteccion de marcadores celulares: la deteccion de marcadores celulares

utiliza un enfoque distinto para diagnosticar la enfermedad asociada al VPH. La
proteina E7 del VPH altera el ciclo celular, lo que conduce a un aumento en la
expresion de la proteina p16 celular. Las lesiones CIN de alto grado contienen
altos niveles de p16 y los patdlogos a menudo inmunizan las biopsias
cervicales para ayudar a distinguir entre CIN de alto grado y metaplasia
escamosa inmadura, que no esta asociada con el VPH y no es precancerosa.
Un extenso estudio que investiga la combinacion de citologia de doble tincion

p16 / Ki-67 ha demostrado una sensibilidad superior y una especificidad no
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inferior a la citologia oncoldgica de Papanicolau para detectar las lesiones
intraepiteliales escamosas cervicales de alto grado (HSIL) (94). Ninguna de las
pruebas basadas en p16 esta aprobada por la FDA para deteccion en este

momento.

Hay varias pruebas de ADN del VPH que actualmente estan aprobadas por la
FDA para uso clinico. Estos incluyen Captura de hibridos (HC2 HPV test), test
Cervista y el test Cobas 4800 basada en la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). HC2 detecta 13 tipos diferentes de VPH de alto riesgo
oncogénico e informa los resultados como positivos para uno o mas de estos
tipos, 0 negativos para todos. Las pruebas de Cervista y Cobas detectan HPV
66 ademas de los 13 tipos de HPV detectados por HC2. La prueba de Cobas
identifica los tipos de VPH 16 y 18, mientras que detecta los 12 tipos restantes
en una mezcla de sonda. La prueba de Cervista indica positividad para uno o
mas tipos en la mezcla de 14 sondas, pero también ofrece la opcién de realizar
pruebas especificamente para HPV 16/18. La prueba Aptima HPV es una

prueba basada en ARN aprobada también por la FDA.

5.3.7 VACUNA DEL VPH EN VARONES :

Las vacunas frente al VPH son vacunas de subunidades hechas de la
proteina principal de la capside viral del VPH. Particulas similares a virus (VPL,
por sus siglas en inglés, Virus-Like Particles) que se preparan a partir de
proteinas recombinantes. Las VPL imitan la estructura del virus nativo, pero no
contienen ningun ADN viral por lo que no tienen ni capacidad infectiva, ni

replicativa ni oncogénica.

Todas son vacunas profilacticas, disefadas para prevenir la infeccion
inicial por VPH vy las lesiones posteriores asociadas con el mismo. Las vacunas
terapéuticas, disenadas para inducir la regresion de las lesiones asociadas al
VPH ya existentes, estan en desarrollo, pero no estan clinicamente disponibles

en la actualidad.

69



Se han desarrollado tres tipos de vacunas diferentes, aunque no todas
estan disponibles en todos los paises. A continuacion se describen los tres

tipos de vacunas junto con sus nombres comerciales:

e La vacuna tetravalente contra el VPH (Gardasil®) se dirige a los tipos de
VPH 6, 11, 16 y 18.

e La vacuna nonavalente (Gardasil®9) tiene como objetivo los mismos tipos de
VPH que la vacuna tetravalente (6, 11, 16 y 18), asi como los tipos 31, 33, 45,
52y 58.

e La vacuna bivalente (Cervarix®) se dirige a los tipos de VPH 16 y 18.

Las vacunas han demostrado diferentes grados de protecciéon cruzada
para otros tipos de VPH oncogénicos no incluidos en los preparados, lo que
permite obtener una eficacia protectora global frente a lesiones preneoplasicas

por VPH superior a la esperada.

La vacuna contra el VPH proporciona un beneficio directo a los
receptores masculinos protegiendo de forma segura contra los canceres que
pueden resultar de la infecciéon persistente por VPH. Los tipos de VPH 16 y 18
causan casi el 90 por ciento de los canceres anales y una proporcion sustancial
de canceres de la orofaringe y de pene. La vacunacién con vacuna
nonavalente o cuadrivalente también protege contra las verrugas anogenitales
(90 por ciento de las cuales son causadas por los tipos de VPH 6 y 11). La
carga general de los canceres y precanceres asociados al VPH entre los
hombres es menor que la carga del cancer de cuello uterino en las mujeres.
Sin embargo, a pesar de un beneficio absoluto directo menor de la vacunacioén
contra el VPH en los hombres en comparacién con las mujeres, el beneficio
general de la vacunacion de los hombres supera sus riesgos potenciales
debido a los beneficios poblacionales adicionales de la inmunidad colectiva y la

seguridad documentada de las vacunas contra el VPH.
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Varios modelos han indicado que la vacunacion tanto en hombres
como en mujeres es mas beneficiosa en la reduccion de la infeccion y
enfermedad por VPH que vacunar solo a mujeres, aunque la vacunacion
masculina es menos rentable que la vacunacion femenina en términos de

coste-efectividad (95).

En el ensayo clinico aleatorizado realizado por Palefsky y colaboradores,
en el cual participaron 602 HSH, se comparé la vacuna tetravalente frente a
placebo y se observé una eficacia global del 50% y una reduccion significativa
de NIA de bajo y de alto grado (96).

El Comité Asesor sobre Practicas de Inmunizacion (ACIP), recomienda
la vacunacion del VPH con Gardasil® a los 11-12 afos de edad pudiéndose
administrar a partir de los 9, y se recomienda la vacunacion para hombres de
entre 13 y 21 afos que no hayan sido vacunados previamente o que no hayan
completado la vacunacion. Entre los hombres de 22 a 26 anos de edad, se
recomienda la vacunacion contra el VPH cuando se trata de HSH o
inmunocomprometidos (incluidos los hombres infectados por el VIH). De lo
contrario, se recomienda el "uso permisivo" de la vacuna contra el VPH para

este rango de edad.

En entornos de recursos limitados, los grupos de expertos
recomiendan que los esfuerzos de salud publica se centren principalmente en
vacunar a las mujeres jovenes, el grupo en el cual el beneficio absoluto y la

rentabilidad de la vacunacion contra el VPH son los mas altos.
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5.4 METODOS DE DETECCION DE LESIONES PRENEOPLASICAS Y
NEOPLASIA DE CANAL ANAL.:

El mejor tratamiento del cancer de células escamosas del canal anal es
la prevencion. La interrupcion de su historia natural en estadios iniciales, antes
de que se desarrolle un cancer invasivo es el tratamiento conocido mas
efectivo hasta el momento. A pesar de que carecemos de evidencia basada en
ensayos clinicos sobre el impacto del cribado de las lesiones preneoplasicas
sobre la incidencia real de esta neoplasia, el éxito en la reduccidn de la
incidencia del cancer de cuello uterino basado en el cribado mediante la
citologia cervical, hacen pensar en la citologia como la herramienta ideal para

su deteccion a priori.

Aunque no existe consenso sobre la utilidad del cribado sistematico en
la prevencion del cancer de células escamosas del canal anal, este
procedimiento es cada vez mas habitual entre los especialistas a cargo de
pacientes de grupos de riesgo y sensibilizados sobre este problema de salud .
Las técnicas actuales para detectar precursores del cancer anal incluyen la
citologia, la deteccién del Virus del Papiloma Humano de Alto Riesgo (HPV-
AR), la Anoscopia de Alta Resoluciéon (AAR) y el tacto rectal. Todos menos el
ultimo tienen la deteccién de HSIL anal como su objetivo; lo que se espera del
tacto rectal es que detecte un cancer en una etapa mas temprana que el de

una presentacion sintomatica.

Tampoco existe consenso sobre cual es el mejor protocolo de cribado.
El patron oro para el diagnostico de las NIA es la biopsia anal con el
consiguiente diagndstico histolégico. Este ultimo nos informa del grado de
displasia y de la profundidad de la lesion. No obstante, el primer paso llevado a
cabo en la actualidad por la mayoria de los especialistas es la realizacién de
una citologia anal. El objetivo de este primer paso es identificar a los individuos
con citologia anormal (células escamosas atipicas de significado
indeterminado, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado y lesiones

intraepiteliales escamosas de alto grado), para la realizacion de anoscopia de
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alta resoluciéon con toma de biopsia, y asi poder identificar las lesiones

displasicas para su tratamiento y evitar su progresion hacia carcinoma invasor.

Existen ya publicaciones que hablan de una pobre concordancia entre el
diagnostico citologico e histolégico, siendo posible que un numero no
despreciable de pacientes con citologia anal normal pueda tener una lesion

intraepitelial preneoplasica (97).

A la espera de un tratamiento especifico contra el VPH y que la vacuna
muestre efectividad entre la poblacion VIH+, el mejor tratamiento es el control

periodico y la prevencion de la infeccion.

5.4.1 INSPECCION DE MARGEN ANAL Y CITOLOGIA :

La infeccion por HPV anal es asintomatica, aunque en ocasiones se
pueden observar lesiones exofiticas y palpables o pequenas areas hiper o
hipopigmentadas, por lo general no pruriginosas. El diagnostico de la NIA
puede ser también incidental, en hemorroidectomias o extirpacién de colgajos
anales “skin tags” y desde luego en resecciones de condilomas anales, por lo
que sin duda el comienzo de la exploracion debe ser la inspeccidn del margen

anal llevado a cabo por personal entrenado.

La citologia exfoliativa anal debe realizarse con un hisopo de fibra de
poliéster humedecido con agua (no de algodon) para recoger las células antes
de realizar la anoscopia de alta resolucion o del tacto rectal, ya que el acido
acético o el lubricante pueden influir en la interpretacion. Los pacientes deben
recibir instrucciones de evitar el sexo anal, y el uso de enemas antes de este

procedimiento, ya que estas practicas disminuyen el rendimiento celular.

El paciente se coloca en posicion proctologica de navaja “Jack-knife”, y
el hisopo se inserta suavemente hasta que no se pueda avanzar mas porque
ha llegado a la pared del recto, posicionando el hisopo proximal a la unidn
escamo-columnar. El hisopo se retira con presion lateral utilizando un

movimiento en espiral para muestrear toda la circunferencia del canal anal.
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Debido a que el procedimiento se realiza a ciegas, se toman muestras de las
células del recto inferior, la zona de transformaciéon escamamo-columnar vy el

canal anal.

La muestra puede extenderse y fijarse convencionalmente con etanol
0 procesarse usando una técnica de citologia liquida especifica (Thin-prep)
antes de tefir con el método de Papanicolaou. El ultimo método es preferible
cuando existe disponibilidad, ya que puede producir mejores resultados entre

meédicos con experiencia limitada en la realizacidn de la citologia anal.

La citologia nos da la oportunidad de poder realizar estudios
inmunohistoquimicos (P16 y Ki67) y moleculares (genotipado de VPH por
PCR). Se precisa de un citopatélogo entrenado especificamente en citologia
anal. Las muestras se clasificaran en funcién de la nomenclatura de Bethesda

de manera similar al cérvix.

Segun una revision sistematica de Chiao y colaboradores (24), la
citologia anal muestra una sensibilidad del 69-93% y una especificidad del 32-
59% en la era de los antirretrovirales. Dada su baja especificidad, muchos
pacientes serian sometidos a una anoscopia de alta resolucion, con el gasto y
consecuencias psicolégicas que esto conllevaria. Por otra parte diversos
trabajos sefialan que la alteracion citoldégica se correlaciona pobremente con la
alteracion histologica (98), existiendo varios estudios que constatan que la
citologia infradiagnostica la enfermedad (70), (99), siendo un mal predictor para
la NIA de alto grado en poblacion VIH+ (100). La diferencia entre una lesion
premaligna y maligna es la integridad de la membrana basal y para ello
precisamos de una biopsia con cortes histologicos y por ello las lesiones

sospechosas deben tener un diagndstico histoldgico y no citolégico (101).

Actualmente existen estudios que apuestan por la autocoleccion de
muestras de citologia anal que parece tener una sensibilidad similar a la de las
muestras obtenidas por los médicos, de manera que puede servir para
aumentar el cumplimiento por parte del paciente y disminuir el coste del cribado
(102).
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Independientemente de que existan estudios a favor y en contra de la
citologia como método de cribado, ésta debe de realizarse en centros con
experiencia, donde se pueda realizar un seguimiento, confirmacion histolégica
por biopsia y tratamiento de las lesiones como avala el grupo de Palefsky con

mas de 10 anos de experiencia (41).

Un problema fundamental radica en que no existe consenso ni
recomendaciones definitivas para el cribado de lesiones preneoplasicas anales.
Algunos autores recomiendan la inspeccion visual de la zona perianal, tacto
rectal para detectar si existen masas palpables a nivel del canal anal y una
citologia basal seguida de control anual en pacientes VIH y cada dos afios en

sujetos inmunocompetentes.

5.4.2 ANOSCOPIA DE ALTA RESOLUCION (AAR):

Esta exploracion se debe de llevar a cabo por personal entrenado
especificamente. La anoscopia de alta resolucidon ha resultado ser muy eficaz
en el diagndstico de la NIA y en la literatura se recoge como técnica de
eleccion para despistaje de este tipo de lesiones. No obstante a pesar de
facilitar la identificacion de pacientes con NIA, su utilizaciéon seriada, para
valorar la progresion de NIA a carcinoma anal, no parece ofrecer ventaja

alguna respecto a la inspeccion simple y observacion (103).

Ante una citologia anal anormal, el siguiente paso en la evaluacidn
diagndstica es la anoscopia de alta resolucion. Este procedimiento permite al
meédico visualizar lesiones que podrian corresponderse con la existencia de
células anormales y obtener muestras de biopsia para la evaluacion
histopatoldgica. Al igual que en el cuello uterino, la histopatologia anal es
necesaria para evaluar la gravedad de la enfermedad, ya que no se puede

establecer con precision mediante evaluacién visual o citologia sola.
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Antes de la visualizacion, para la que se necesita un colposcopio de
alta resolucion para magnificar las alteraciones de la superficie mucosa del
canal anal, se realizan dos tinciones de manera secuencial (Figura 4). En
primer lugar, se introduce un hisopo de algodon impregnado en acido acético al
3-5%. Se deja aproximadamente unos dos minutos de forma que se impregne
de manera uniforme toda la circunferencia. El acido acético produce una
apariencia blanquecina en areas de epitelio de transiciéon anormal y facilita el
examen de la mucosa para la anoscopia, como lo hace para la colposcopia
cervical. Esta tincion puede tomar distintos aspectos interpretandose como

mayor o menor grado de displasia.

Figura 4: Colposcopio de alta resolucién utilizado en consulta para poder

magnificar las alteraciones de la superficie mucosa del canal anal.
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El acido acético produce una coagulacion reversible de las proteinas
llamada “acetoblanqueamiento” anal, con caracteristicas especificas en las
lesiones susceptibles de ser preneoplasicas (lesiones acetoblancas). Las
lesiones acetoblancas pueden ser: punteadas, granuladas (granulado fino y
grueso), en mosaico, con vascularizacion atipica, ulceraciones, cerebriformes y
multipapilares (generalmente estas dos ultimas corresponden a condilomas).
No todas las lesiones acetoblancas son NIA, por lo que la utilizacion en
exclusiva de acido acético para definir las lesiones subsidiarias de biopsia
induce a la realizacion de biopsia de todas las lesiones interpretadas como
acetoblancas y, por lo tanto, a un numero importante de biopsias innecesarias

en pacientes en seguimiento controlados con AAR periddicas.

En segundo lugar se realiza la aplicacion del lugol mediante hisopo
empapado (test de Schiller) que aunque prolonga algo el estudio AAR, es
aceptablemente tolerada y nos permite seleccionar para biopsia aquellas
lesiones acetoblancas no captantes, ademas de hacer evidentes algunas
lesiones premalignas no observadas en el acetoblanqueamiento difuso de la
mucosa anal. Ante un coloreado marrén de manera uniforme, la mayor
posibilidad es que se trate de células no neoplasicas cuyo alto contenido
glucogénico permite la captaciéon del yodo aportado por el lugol. Algunas
lesiones acetoblancas son «lugol parcialmente negativas» y también son

biopsiadas en el area correspondiente.
Para la biopsia de zona sospechosa no sobreelevada se infiltra en la
submucosa de la lesion anestésico local con vasoconstrictor antes de la toma

de muestra mediante pinzas de biopsia tipo Tischler. (Figuras 5,6y 7)

La muestra se envia a anatomia patoldgica para su analisis fijada en

formol. Tras esto, se hace revision del canal anal para realizar hemostasia.
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Figura 5: Material necesario para llevar a cabo las pruebas de cribado. Se
muestra, de izquierda a derecha: pafio estéril, funda protectora transparente de
colposcopio, anoscopio de plastico transparente de un solo uso, torunda para
la realizacidn de tinciones, tijera, pinza de biopsia, gel lubricante, cepillo para la
toma de citologia y cubiletes con tinciones (acido acético al 3% y lugol).

Figura 6: Realizacion de AAR, Figura 7: Lesion acetoblanca sugestiva

paciente en posicion de “Jack-Knife”  de NIA-AG.
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A continuacién se muestra una tabla orientativa de clasificacion de los

hallazgos en la AAR:

Caracteristicas Caracteristicas Caracteristicas Tincion
de superficie de epitelio vasculares con Lugol
NIA Plana o elevada Papilar, Punteado fino o Negativa
Bajo Riesgo micropapilar grueso, vasos parcial o
Verrugosos completa
NIA Plana o Liso Punteado grueso, Negativa
Alto Riesgo ligeramente patrones en
elevada mosaico, aumento
de la
vascularizacion
Cancer Elevada, ulcerada, | Deslustrado, Vasos atipicos, Negativa

raramente plana

depapilado

grandes, no
ramificados, muy

dilatados, friables

Tabla 4: Caracteristicas tipicas de neoplasia intraepitelial anal y cancer en

anoscopia de alta resolucion. Tomada y adaptada de Pfenninger and Fowler's

Procedures for Primary Care 2011. J. Michael Berry y Naomi Jay. High-

resolution anoscopy. Chapter 99, 677-684. Textbook .3 ed.

Los programas formales de capacitacion para realizar AAR han sido

creados recientemente. El primer curso en AAR se llevdo a cabo en San

Francisco junto con la Sociedad Estadounidense de Colposcopia y Patologia

Cervical (ASCCP) en agosto de 2005. Actualmente se ofrece anualmente.
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5.4.3 GENOTIPADO DE VIRUS DEL PAPILOMA DE ALTO RIESGO (VPH-
AR):

El VPH es altamente prevalente en las poblaciones con alto riesgo de
cancer anal. La prueba de VPH-AR (por ejemplo, con la captura de hibridos) se
ha considerado como una herramienta de deteccién para HSIL en HSH VIH-
positivos para clasificar a que pacientes referir a AAR. Tiene una sensibilidad
mas alta que la citologia pero la especificidad de la deteccion de VPH-AR sola

es demasiado baja como para mejorar la citologia sola (24).

El estudio de Goldstone encontré que los pacientes con citologia de
ASCUS que tenian HSIL comprobada por biopsia en AAR eran positivos para
VPH-AR. No hubo pacientes con citologia de ASCUS que eran VPH negativos
que tenian HSIL en AAR. Por lo tanto, una combinaciéon de pruebas de
citologia y VPH-AR puede evitar la necesidad de una AAR innecesaria para
ASCUS (104).

La evidencia de la persistencia y regresiéon de VPH-AR se puede
utilizar para la clasificacion dentro de los esquemas de seguimiento, evitando el
seguimiento innecesario para los pacientes de menor riesgo, aunque se

requiere mas evidencia.

5.4.4 BIOMARCADORES :

Una forma de mejorar la especificidad en el futuro sera utilizar
biomarcadores para identificar las lesiones que tienen un mayor potencial de

transformacién maligna.

Aquellos estudiados hasta ahora usando muestras de citologia o VPH
incluyen proteinas de mantenimiento de minicromosoma (MCM2 y 5) (105),
p16, Ki-67 y deteccion de ARN-m con carga viral VPH 16 que predice HSIL y
ARN-m de AR-HPV que duplica la especificidad sobre la deteccién de ADN de
VPH (106).
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En un estudio, se observo el indice mas alto de Youden (sensibilidad +
especificidad - 1) para el ARNm del VPH E6 / 7 en comparacion con HPV
16/18, la citologia p16 / Ki-67 y la prueba del ADN del VPH 21, aunque la
sensibilidad es menor con E6 / 7. Como las proteinas E6 / E7 son especificas
de la infeccion por VPH oncogénica, se espera que las lesiones que tienen mas
probabilidades de progresar a cancer sean las que se detecten (107).
Actualmente, muchas de estas pruebas no estan disponibles en muestras de

citologia.

5.4.5 RECOMENDACIONES:

No hay ensayos clinicos aleatorizados que documenten el valor del
cribado de lesiones intraepiteliales escamosas anales en una poblacion de
riesgo. En cambio, el fundamento de la deteccién se basa en las similitudes
entre el canal anal y el cuello uterino y el éxito establecido de las pruebas de

citologia cervical para reducir la incidencia del cancer de cuello uterino.

Existe evidencia indirecta que respalda el uso del cribado en
poblaciones de alto riesgo que deriva de varios puntos (24): la alta incidencia
de cancer anal en las poblaciones para las cuales se propone la deteccidn, la
disponibilidad de modalidades de deteccibn que pueden diagnosticar
eficazmente la lesion precursora HSIL, la disponibilidad de tratamientos
efectivos que pueden eliminar HSIL, la morbimortalidad significativas asociadas
con el cancer anal si no se previenen mediante un cribado y tratamiento
efectivos y la relacion coste-efectividad de la deteccion avalada por el modelo
de Markov (108).

El Servicio de Salud Publica de los Estados Unidos no ha adoptado
directrices formales que recomienden el cribado de lesiones precancerosas.
Para pacientes infectados por VIH, la Asociacion Médica del VIH de la

Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América hace una recomendacion
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débil basada en pruebas de calidad moderada para la deteccidn con citologia
anal en HSH, mujeres con antecedentes de relaciones anales receptivas o
resultados anormales de pruebas de Papanicolau y aquellos con verrugas

genitales.

La dultima guia de recomendaciones disponible es la Germano-
Austriaca publicada en 2015 aplicable solo a personas con VIH y el algoritmo
es complejo, teniendo en cuenta las técnicas de deteccion actualmente
disponibles. Se recomienda una evaluacion anual con examen clinico y
citologia para los borderline / ASCUS antes de la AAR. A todos los pacientes
de riesgo en la historia clinica, el examen o la citologia se realizara una AAR
inmediata. Estas pautas son las primeras en proporcionar una guia practica
basada en la evidencia para los médicos con respecto a los pacientes con un

riesgo tan alto de una enfermedad aparentemente prevenible (109).

En la mayoria de los centros hasta el momento se ha llevado a cabo el
algoritmo de cribado propuesto por Palefsky y colaboradores, reiterando que no
existe un esquema estandarizado, ni universalmente aceptado. A los pacientes
con factores de riesgo se les realiza como primera prueba una citologia anal. Si
el resultado es negativo y se trata de un paciente inmunodeprimido, se repetira
la citologia en un afo. Por el contrario, cualquier alteracion en la citologia sera
indicacion de exploracion mediante AAR y biopsia. Si se detecta en la biopsia
una NIA de bajo grado, esta indicada repetir la anoscopia en 6 meses. Si se
encuentra una NIA de alto grado, estara indicado tratarla. Si tras una citologia
alterada no encontramos hallazgos en la anoscopia, la actitud propuesta
depende de los autores, aunque lo mas prudente es repetir la anoscopia en 6
meses. En situaciones concretas, puede ser aconsejable la realizacidon directa
de anoscopia y biopsia, sin necesidad de citologia previa. Es el caso de los
pacientes con hallazgos positivos en tacto rectal inicial y los que presentan
antecedentes de displasia genital, ademas del seguimiento de pacientes ya
tratados (110).
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A continuacion se muestra el algoritmo propuesto por este grupo:

| Exploracion fisica, tacto rectal y citologia anual

A 4 y

\ 4
Normal ASCUS | sikBG | | si-AG |

A 4
Nueva citologia en | AAR y biopsia |
1 ano

! ' I

| Normal | [NIA1(BG)| |[NIA2y3(AG)|

|AAR en 6 m‘eses| | Seguir —— meses| | Tralamisito ]

ASCUS - células escamosas atipicas de significado indeterminado AAR — anoscopia de alta resolucion
SIL-BG - lesion escamosa intraepitelial de bajo grado SIL-AG — lesion escamosa intraepitelial de alto grado
NIA 1 (BG) — neoplasia intraepitelial anal de bajo grado NIA 2 y 3 (AG) — neoplasia intraepitelial anal de alto grado

Figura 8: Tomado de Palefsky JM, Holly EA, Hogeboom CJ, Berry JM, Jay N,
Darragh TM. Anal cytology as a screening tool for anal squamous intraepithelial
lesions. J Acquir Immune Defic Syndr Hum Retrovirol. 1997;14(5):415-22.
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6. JUSTIFICACION
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En la actualidad el modo de transmision de la infeccién por VIH en
nuestro pais ha cambiado en relacidn a la de los afios 90. La transmision entre
HSH es la mas frecuente suponiendo un 46,1% del total. Las manifestaciones
clinicas de la infeccion por VIH también han ido cambiando y la mayor
supervivencia de estos pacientes ha dado lugar a algunos cambios en la clinica
de esta infeccion. En pacientes VIH el cancer de canal es el segundo tumor no
definitorio de SIDA mas frecuente, ademas la introduccion del TARGA no ha
supuesto un descenso de la prevalencia de esta enfermedad sino todo lo

contrario.

El cancer anal ha experimentado un aumento de incidencia en los
ultimos anos. Al igual que el cancer cervical esta mediado por el VPH. Ambas
entidades van precedidas de una serie de cambios precancerosos planteando
la posibilidad de dirigir los esfuerzos preventivos hacia los grupos de alto

riesgo.

Aun con la evidencia disponible en la actualidad sigue siendo
controvertida la indicacion de cribado y cuales serian los métodos de deteccion

ideales para la realizacion del mismo.

Existen argumentos claros a favor del cribado tales como el indiscutible
aumento del cancer anal en la poblacion en general y en pacientes VIH en
particular, la evidencia disponible de la progresion de neoplasia intraepitelial de
alto grado hacia cancer anal, la identificacion de las lesiones preneoplasicas y
su tratamiento disponible como base para la reduccioén de la enfermedad y la
disminucion de la morbimortalidad asociada a la deteccién del cancer en fases

tardias.

Existen varios estudios que demuestran que la correlacién entre la
citologia como prueba de cribado y la biopsia como “gold standard” de
diagndstico no es buena creandose la necesidad de la realizacion de AAR con
toma de biopsias. En el afio 2010 Salit y colaboradores publican un estudio
transversal que incluye 401 pacientes HSH, VIH+ correlacionando los
resultados de la citologia con la biopsia. La citologia fue anormal en el 67% de
los casos (HSIL 12%, LSIL 43%, ASCUS 12%). Se detecté VPH en el 93% de
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las muestras. Las biopsias fueron patolégicas en el 68% de los casos (NIAAG
25%, NIABG 43%). La importancia radica en que el 16% de las citologias sin
alteraciones correspondian con NIIAG y solo se habrian diagnosticado por
citologia 47 pacientes de los 98 que diagnosticd la anoscopia con toma de
biopsia (111).

En la misma linea Goldstone y colaboradores en el ano 2009 estudian la
correlacién entre citologia y la AAR con toma de biopsia en 200 pacientes HSH
de ellos el 60% con infeccion por VIH y encuentran nuevamente una
correlacion mala entre los resultados de la citologia y la histologia en los
mismos pacientes. El 20% de las NIA de alto grado correspondian a citologias
de bajo gado (112).

En estos afios se ponen en marcha en distintos centros diferentes
estrategias de cribado para intentar reducir la incidencia de cancer anal y

desarrollar modelos 6ptimos para la deteccion de lesiones preneoplasicas.

En este marco, en el ano 2012, se pone en marcha en el Hospital
Universitario Gregorio Marandn de Madrid un programa de screening sobre
poblacion de riesgo con el objetivo de mejorar las estrategias de cribado
disponibles y la evidencia acerca de la mala correlacion existente entre las

pruebas de cribado que venian usandose hasta el momento.
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7. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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HIPOTESIS DE TRABAJO:

¢, Permiten la citologia, la anoscopia de alta resolucion y el genotipado del virus
del papiloma humano de forma aislada o combinada establecer un modelo
predictivo para la deteccion precoz del carcinoma epidermoide del canal anal

en poblacion de riesgo?

OBJETIVOS:

1. Validar la anoscopia de alta resolucion como herramienta util en la
deteccidon precoz de lesiones precursoras de cancer de canal anal, en
poblacion de riesgo, comparandolo con el estandar que en nuestro caso

sera la biopsia.

2. Validar la citologia como método de screening comparandola con el

estandar.

3. Validar el genotipado del HPV como método de screening comparandolo

con el estandar.

4. Establecer un modelo epidemiolégico comparativo entre el estado de
inmunosupresion de los pacientes y el desarrollo de lesiones
premalignas o malignas, con el objetivo de definir estadios
inmunoldgicos que nos orienten hacia el riesgo de desarrollo de

neoplasias.

5. En funcién de los resultados de los objetivos anteriores, desarrollar un
modelo predictivo basado en las diferentes pruebas, para la deteccion

precoz de neoplasias de canal anal.

6. Estudiar nuevos métodos de despistaje que contribuyan en el futuro a un

mejor diagndstico de lesiones preneoplasicas de canal anal.
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8. MATERIAL Y METODOS
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8.1 TIPO DE ESTUDIO:

Estudio transversal en el que la recogida de datos se ha llevado a cabo de

forma prospectiva.
8.2 PERIODO DE ESTUDIO:
Desde 1 Enero de 2013 hasta 31 de diciembre de 2014 (2 anos).

8.3 INSTITUCION DONDE SE REALIZA EL ESTUDIO Y SERVICIOS
IMPLICADOS:

El estudio se lleva a cabo en el Hospital Universitario Gregorio Marafon, con
pacientes pertenecientes al area protegida del mismo hospital y del Hospital

Universitario Infanta Leonor. En el estudio participan los siguientes servicios:

- Servicio de Enfermedades Infecciosas: realizando el reclutamiento de los
pacientes que son incluidos en el estudio, diagnostico, tratamiento y

seguimiento del estado inmunoldgico de los mismos.

- Servicio de Cirugia General y Digestiva: en cada visita especifica a la consulta
de screening de cancer de canal la exploracion proctologica, toma de citologia,
AAR con tinciones y toma de biopsia es realizada por un cirujano general con
mas de 15 afos de experiencia profesional y 2 afios de experiencia en AAR al

inicio del estudio.

- Servicio de Anatomia Patoldgica: interpretacién de los resultados de la
citologia y la biopsia. La citologia fue informada siguiendo el sistema de
clasificacion Bethesda y un sistema paralelo a la clasificacion histopatolégica

de las neoplasias intraepiteliales cervicales en el caso de las biopsias.

-Servicio de Microbiologia: genotipado del VPH

-Servicio de Oncologia Radioterapica: tratamiento del cancer en estadio

seleccionado.
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8.4 CRITERIOS DE INCLUSION:
Pacientes hombres que tienen sexo con hombres VIH+ .
8.5. CRITERIOS DE EXCLUSION:

Mujeres con antecedentes de neoplasia intraepitelial cervical de alto grado
(CIN 1) .

8.6 PROTOCOLO DE DIAGNOSTICO Y SEGUIMIENTO:

Cada uno de los pacientes remitidos en primera visita por el Servicio de
Enfermedades Infecciosas y en revision, en funcién de los resultados de la
biopsia, a la consulta especifica de screening de cancer anal seguia el

siguiente circuito diagnostico:

Exploracidn proctoldgica, citologia anal y exploracion mediante AAR con
toma de biopsia guiada de las lesiones sospechosas y, en caso de no haberlas,
una biopsia aleatoria, considerando como sospechosas aquellas lesiones con
alteraciones tintoriales o morfolégicas. En caso de objetivarse presencia de
verrugas multiples dentro del canal anal, los pacientes no fueron incluidos en el
presente estudio hasta no ser tratados, ya que, la presencia de condilomas
acuminados puede ocultar areas displasicas que pueden pasar desapercibidas
en la AAR.

Previa a la realizacion de AAR se realizd cepillado circunferencial
mediante la técnica previamente descrita para la toma de muestra citologica y
envio en medio liquido (Thinprep pap test: Hologic Inc). Las muestras fueron
informadas segun el sistema de Bethesda (113) y se establecieron 4
categorias: normal, ASCUS, lesiones intraepiteliales escamosas de bajo grado,
y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado. Para el presente estudio se

excluyeron aquellas citologias con resultado no valorable.
Las AAR se llevaron a cabo por mano de un cirujano general, en una

mesa proctologica con el paciente en posicion de “Jack-Knife” utilizando un

anoscopio de plastico transparente de un solo uso y un colposcopio como
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fuente de luz con visién binocular de gran aumento. Todas las anoscopias
fueron llevadas a cabo por el mismo cirujano general con 15 afos de
experiencia profesional y 2 afios de experiencia en anoscopias al inicio del

estudio.

Las tinciones se llevaron a cabo mediante la aplicacion topica secuencial
de solucién de acido acético al 3% manteniéndola durante 2 minutos vy
posterior visualizacién de la captacion y finalmente introducciéon de una gasa

empapada en lugol durante 2 minutos y exploracion posterior.

Para la descripcidn de las lesiones se siguid el esquema horario en
prono del paciente, y se clasificaron tanto segun sus caracteristicas tintoriales
como morfolégicas en 5 categorias: normal, bajo riesgo de displasia, riesgo

intermedio de displasia, riesgo alto de displasia y lesion sospechosa de cancer.

Finalmente se realizé la toma de biopsia mediante pinza de biopsia, de
la zona sospechosa de malignidad, y en caso de no existir se tomo biopsia al
azar. Control de hemostasia y revision. La biopsia fue clasificada en 4

categorias: Normal, bajo grado de displasia, alto grado de displasia y cancer.

La deteccion del VPH se realiz6 en la muestra de citologia anal
mediante captura de hibridos (HC2 HPV test (Qiagen GmbH Hiden, Alemania),
y el genotipado del virus mediante PCR, (CLART® Papillomavirus humano?2
genomica, Madrid, Espara). Los genotipos del VPH identificados en nuestra
muestra, fueron clasificados en dos grupos en funcion de su implicacién en la

carcinogeénesis en las distintas publicaciones: alto riesgo y bajo riesgo.

Las revisiones de los pacientes se establecieron en funciéon de los

resultados de citologia y biopsia:
- Pacientes con ambas pruebas negativas, revision anual.
- Pacientes con displasia de bajo grado concordantes en citologia y biopsia,

revision en 6 meses.
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- Pacientes con displasia de alto grado concordantes en citologia y biopsia,

tratamiento y revision en tres meses.

- Discordancia entre citologia y biopsia, se selecciona la prueba con el

resultado de mayor gravedad.

Citologia + Biopsia

Ambas negativas ~ Bajo grado Alto grado Discordancia. Mayor
concordantes
concordantes grado
\4
v v
v
Revision 1 afio o Tratamiento revision ~ Tratamientoy
Revision 6 de margenes seguimiento
meses

Figura 9: Algoritmo de seguimiento.

8.7 VARIABLES DE ESTUDIO
- Edad

- Habito tabaquico

- Niveles de linfocitos CD4 Nadir: Menor cifra de linfocitos CD4 detectados

desde el diagndstico de VIH. Se agruparon para el analisis en 3 categorias

(<200, 200-400, >400)
- Ao de diagnéstico de VIH

- Ano de inicio de TARGA
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- Tiempo en tratamiento con TARGA

- Estudio citologico (técnica de Papanicolau), fue clasificado segun el sistema

de Bethesda, en analogia con el cérvix, y segun la nueva terminologia de

unificacion por el servicio de Anatomia Patolégica del Hospital Gregorio

Marafidn en 4 categorias: normal, ASCUS, lesiones intraepiteliales escamosas

de bajo grado (LSIL) y lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado

(HSIL).

Normal: Sin alteraciones citoldgicas

ASCUS: Atipias en células escamosas de significado
incierto.

Bajo grado: Cambios celulares con displasia leve
asociados al VPH

Alto grado: Cambios celulares con displasia moderada vy
severa, nucleos marcados e hipercromaticos, que

aumentan su relacion con el citoplasma celular.

- Resultado de AAR clasificado en 5 categorias en funcion de las alteraciones

morfoldgicas y tintoriales:

Normal: tras impregnacién con acido acético no se
aprecian zonas de captacion ni existen zonas morfolégicas
llamativas que hagan sospechar una lesion potencialmente

displasica.

Bajo Riesgo: captacion débil al acido acético, capta Lugol,

epitelio papilar.

Riesgo Intermedio: captacion mas intensa del acido

acético, punteado fino que desaparece rapidamente,
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lesiones en mosaico regular, epitelio papilar o micropapilar,

captacion a veces parcheada con Lugol.

* Riesgo Alto: captacion muy intensa del acido acético, en
ocasiones con patrén columnar, epitelio liso, depapilado,
Lugol negativo, punteado grosero que desaparece

lentamente.

* Lesion sospechosa de cancer: Lesion/es elevadas,
ulceradas, epitelio deslustrado, vascularizacion atipica con
vasos muy dilatados y friables, captante al acido acético,

negativa al Lugol.

- Resultado de la biopsia, clasificado en 4 categorias:

* Normal: sin alteraciones histoldgicas.

* Bajo grado de displasia: las alteraciones se limitan al tercio
inferior del epitelio.

* Alto grado de displasia: las alteraciones afectan al menos a
dos tercios del grosor del epitelio.

* Cancer: infiltracion por células con alteraciones
arquitecturales y/o nucleares de alto grado que sobrepasan

la membrana basal.

-Determinacion de genotipo de VPH, clasificandose en dos grupos en funcién
de su potencial oncogénico: bajo riesgo y alto riesgo. Fueron definidos como
genotipos de VPH de alto riesgo (VPH-AR) que pueden participar en el proceso
de carcinogénesis los siguientes:16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59,
66, 67, 68, 70.
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8.8 METODOLOGIA ESTADISTICA :

Analisis descriptivo:

Las variables cualitativas se presentan con su distribucion de
frecuencias absolutas y relativas. Las variables cuantitativas que se ajustan a
una distribucion normal se resumen con su media y desviacién estandar (DE).
El estudio de la normalidad se realiz6 mediante la inspeccion grafica del
histograma y diagrama de cajas de cada una de las variables continuas. Las
variables que no se ajustaron a una distribucién normal se presentan con la

mediana y el rango intercuartilico (RIC).

Relacion del genotipado con el resultado de la biopsia:

Se estudid la relacion del genotipo del VPH con el resultado de la
biopsia mediante la aplicacién del test de chi-cuadrado o prueba exacta de
Fisher, en el caso de que mas de un 25% de los esperados fueran menores de
5. Como medida de asociaciéon se calculé el Odds Ratio (OR) junto a su
intervalo de confianza al 95%. La comparacion del numero de genotipos
positivos de VPH y el resultado de la biopsia se realizé mediante la prueba no
parameétrica de U de Mann-Whitney cuando se agruparon los resultados de la
biopsia en dos categorias (Normal/Bajo; Alto/Cancer) o mediante el test de

Kruskal-Wallis cuando se compardé con las 4 categorias de la variable biopsia.

Validez y concordancia de las pruebas de screening:

Se estudio la concordancia entre la anoscopia, la citologia y el
genotipado con el resultado de la biopsia mediante el calculo del indice kappa.
Dicho indice puede tomar valor -1, cuando existe una discordancia sistematica,
y 1, cuando existe concordancia sistematica. La clasificacion para interpretar
los valores del indice kappa es la siguiente: >0,8 excelente, 0,61-0,8 bueno
0,41-6 moderado 0,21-0,4 bajo y <0,21 pobre. Para cada una de las pruebas
de screening se calcularon los indices de validez diagndstica tomando como

referencia el resultado obtenido en la biopsia. Se calculd la sensibilidad,
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especificidad, valores predictivos positivos (VPP), valores predictivos negativos
(VPN), y las razones de verosimilitud positivas (RV+) y negativas (RV). La RV+
o cociente de probabilidad positivo nos indica cuanto mas probable es tener un
positivo en un enfermo que en un sano. La RVN expresa cuanto mas probable
es encontrar un negativo en un enfermo que en un sano. Un cociente de
probabilidad igual a 1 indica que el resultado de la prueba no modifica la
probabilidad de estar enfermo. Si es mayor que 1 aumenta esta probabilidad vy,
si es menor, la disminuye. Este parametro es el que usamos para determinar la
potencia diagndstica de la prueba. Valores >10 en RV+ (6 <0,1 RV-) indican
que se trata de una prueba muy potente que apoya (o contradice) fuertemente
el diagndstico; de 5-10 en RV+ (6 de 0,1-0,2 RV-) indican poca potencia de la
prueba para apoyar (o descartar) el diagndstico; de 2-5 en RV+ (6 de 0,2-0,5
en RV-) indican que la aportaciéon de la prueba es dudosa: y, por ultimo, de 1-2

en RV+ (6 de 0,5-1 en RV-) indican que la prueba no tiene utilidad diagnodstica.

Se calcularon diversos valores predictivos positivos y negativos para el
resultado en cada una de la prueba de screening, en distintos grados de
prevalencia, mediante el teorema de Bayes y aplicando los valores de

sensibilidad y especificidad obtenidos en este estudio.

Para la seleccion de un punto de corte para la prueba de screening:
numero de genotipos positivos de alto riesgo para VPH, utilizando el resultado
de la biopsia como “gold standard”, se realiz6 una curva ROC (“Receiver
Operating Characteristic”). El area bajo la curva ROC (se simboliza como ABC
“Area Bajo la Curva”) es una valor comprendido entre 0,5 y 1 que se utiliza
como medida de exactitud global; un area igual a 1 indica que una prueba
diagnostica perfecta, mientras que una prueba sin poder diagnéstico le
corresponde un area igual a 0,5. Se seleccion6 el punto de corte de la variable
que mantuviera una buena relacion entre sensibilidad y especificidad (indice de

Youden mayor).
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Rendimiento diagndstico de las 3 pruebas

Para la comparacion del rendimiento diagndstico de las 3 pruebas de
screening en funcion del resultado obtenido en la biopsia se calcularon y
compararon las ABC de cada una de las variables estudiadas. Se realizd un
analisis de aplicacion de pruebas diagnosticas en paralelo con el objetivo de
evaluar el rendimiento diagndstico en la aplicacion de dos o tres pruebas en
paralelo para el diagnéstico positivo en la biopsia (alto/cancer). Para ello se
evaluaron los pares de pruebas anoscopia/citologia, anoscopia/algun VPH alto
riesgo, citologia/algun VPH alto riesgo vy, finalmente, la aplicacion de los tres

resultados en paralelo.
Para todas las pruebas se acepté un valor de significacion del 5%. El

procesamiento y analisis de los datos se realizO mediante el paquete
estadistico SPSS v.21.0.
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9. RESULTADOS
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RESULTADOS DESCRIPTIVOS:

En la figura 10 se observa el numero de pruebas de cribado realizadas
durante el periodo de estudio: 1 enero de 2013 - 30 diciembre de 2014. Se
realizaron un total de 366 visitas a la consulta especifica de screening de
cancer de canal anal (teniendo en cuenta primera visita y revisiones), donde se
realizaron: 366 (100%) anoscopias, 340 (92,9%) biopsias y 270 (73,8%)
citologias. Estas pruebas se realizaron en un total de 207 pacientes. Para el
presente analisis solo se van a tener en cuenta aquellas visitas a la consulta de
screening donde se realizaron las tres pruebas (286). Estas tres pruebas
realizadas en paralelo corresponden a 179 pacientes. De éstos, 98 solo tienen
una visita, 61 dos visitas, 17 tres visitas, 1 cuatro visitas, 1 cinco visitas v,
finalmente, 1 paciente tiene hasta 6 visitas. EIl nimero medio de visitas por

paciente fue de 1,60.

366 207 pacientes
Visitas a Consulta de .| Edad media:45,9 (10,34)
screening
ANOSCOPIA (n=366)
: BIOPSIA (n=340)
CITOLOGIA (n=270)
/
286 179 pacientes
3 pruebas de screening Edad media:45,7 (10,34)

1 visita (n=98)
2 visitas (n=61)
3 visitas (n=17)
4 visitas (n=1)
5 visitas (n=1)
6 visitas (n=1)

Figura 10. Distribucién de pruebas de screening/pacientes.
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La tabla 5 muestra el descriptivo de las variables sociodemograficas y
relacionadas con el VIH. La edad media de los pacientes fue de 45,7 afios, el
31,8% mostrd un recuento de CD4 nadir menor de 200, el 43,6% entre 200-400
y el 24,6% mayor a 400. La mediana de tiempo de diagnéstico del VIH fue de
10 afios (RIC: 4-17), con una mediana de 8 anos en tratamiento con
tratamiento antirretroviral de gran actividad y una mediana de 0 afos con RIC
(0-3) entre el diagndstico y el inicio del TARGA. El 34,7% de los pacientes eran

fumadores.

Tabla 5. Variables sociodemograficas y relacionadas con el

VIH. (N=179)

Variable N (%)
Edad (anos)* 45,7 (10,3)
CD4 nadir (células/ul)** 299 (161-400)

CD4 nadir (células/pl)
<200 57 (31,8)
200-400 78 (43,6)
>400 44 (24,6)
Fumador actual
Si 61 (34,7)

No 115 (65,3)

Tiempo de diagnéstico VIH (afos)** 10 (4-17)
Tiempo hasta inicio tratamiento TARGA

. 0(0-3)
(afos)**
Tiempo en tratamiento TARGA** 8 (3-15)

* datos expresados en media y DE; ** datos expresados en

mediana y rango intercuartilico.
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En relacion a los resultados obtenidos en las 3 pruebas de screening
realizadas (tabla 6), en la anoscopia el 14,7% mostré un resultado de riesgo
alto o lesidn sospechosa de cancer. Respecto a la citologia, en la mayoria de
los casos (82,2%) el resultado fue normal, sélo en un 1,7% se detectaron
lesiones de alto grado, un 10,8% de ASCUS y un 5,2% de lesiones de bajo
grado. Finalmente en relacién a la biopsia en el 9,8% de los casos se
detectaron lesiones con alto grado de displasia (28 biopsias) y un 1% de

cancer (3 biopsias).

La figura 11 muestra el porcentaje de resultados positivos en cada uno
de los virus del papiloma humano (VPH) tipificados. Los 5 VPH mas frecuentes
en orden descendente fueron: VPH 16 (24,5%), VPH 44 (21,7%), VPH 68
(19,2%), VPH 52 (18,5%) y VPH 62 (16,1%). Los VPH que menor frecuencia
presentaron fueron el VPH 69 (3,5%), VPH 84 (2,1%) y VPH 64 (0,3%). Del
total de genotipos tipificados en el 85,3% de los casos alguno de ellos fue
positivo. La mediana del numero de genotipos positivos por paciente fue de 3
(RIC: 1-5). En relaciéon a los genotipos de alto riesgo VPH (16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 67, 68, 70) en el 74,5% de los casos se detectd
la presencia de alguno de estos genotipos. La mediana del numero de
genotipos positivos de alto riesgo por paciente fue de 1 (RIC: 0-2). Dentro del
grupo de genotipos de alto riesgo los tres mas frecuentes fueron: VPH 16
(24,5%), VPH 68 (19,2%) y VPH 52 (18,5%).
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Tabla 6. Resultados en cada una de las pruebas de screening.

26

24

224

20

- - - -
(5] -~ [ =1}
1 1 1 1

Porcentaje positivos
o
1

tipificados. (N 286)

(N=286)
Variable n(%)
Anoscopia
Normal 67 (23,4)
Bajo riesgo 118 (41,3)
Riesgo intermedio 59 (20,6)
Riesgo Alto 40 (14,0)
Lesion sospechosa de cancer 2(0,7)
Citologia
Normal 235 (82,2)
Bajo grado 15 (5,2)
Alto grado 5(1,7)
ASCUS 31(10,8)
Biopsia
Normal 117 (40,9)
Bajo grado 138 (48,3)
Alto grado 28 (9,8)
Cancer 3 (1,0)
TicrciEcrIICiIREECCEZZEEEEZSEEsE

Figura 11.Distribucion de frecuencias de los distintos genotipos del VPH
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2. RELACION ENTRE EL GENOTIPO DEL VPH CON LA BIOPSIA Y CON EL
ESTADO INMUNITARIO

La tabla 7 y la figura 12 muestran la relacién entre cada uno de los
genotipos del VPH tipificados y su relacion con el resultado de la biopsia
categorizada en dos grupos: Normal/Bajo grado; Alto grado/Cancer). De
manera individual no se obtuvo una relacion estadisticamente significativa con

ninguno de los genotipos del VPH evaluados.

Al relacionar la presencia de algun VPH positivo con el resultado de la
biopsia observamos que en las pruebas donde el resultado de la biopsia fue de
alto grado/cancer en el 100% de los casos se detect6 algun VPH positivo,
mientras que en el grupo de normal/bajo grado este porcentaje fue del 83,5%
(p=0,012). Un resultado similar se obtuvo al asociar la presencia de algun
genotipo del VPH de alto riesgo positivo con el resultado de la biopsia
(p=0,032). Las pruebas en donde el resultado de la biopsia fue la presencia de
cancer o de displasia de alto grado en el 90,3% se detectd algun VPH positivo
de alto riesgo, mientras que en el grupo de normal/bajo grado este porcentaje
fue del 72,5% (OR: 3,53; IC 95%: 1,04-11,99).
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Tabla 7. Relacion de cada uno de los genotipos del virus del papiloma humano
(VPH) con el resultado de la biopsia.

Normal/Bajo | Alto/Cancer| p OR (IC 95%)
(n=255) (n=31)

VPH 6 Negativo 85,1 80,6

Positivo 14,9 19,4 0,596| 1,37 (0,53-3,56)
VPH 11 | Negativo 93,3 90,3

Positivo 6,7 9,7 0,464 1,5 (0,41-5,44)
VPH 16 |Negativo 76,5 67,7

Positivo 23,5 32,3 0,286| 1,55 (0,69-3,47)
VPH 18 |Negativo 92,5 93,5

Positivo 7,5 6,5 1 0,86 (0,19-3,87)
VPH 31 | Negativo 89,8 83,9

Positivo 10,2 16,1 0,354| 1,69 (0,60-4,80)
VPH 33 | Negativo 93,3 96,8

Positivo 6,7 3,2 0,704| 0,47 (0,06-3,63)
VPH 35 |Negativo 91,4 93,5

Positivo 8,6 6,5 1 0,73 (0,16-3,27)
VPH 39 | Negativo 95,3 87,1

Positivo 4,7 12,9 0,081 3,0 (0,90-9,95)
VPH 42 |Negativo 90,6 93,5

Positivo 9,4 6,5 1 0,66 (0,15-2,95)
VPH 43 |Negativo 85,5 77,4

Positivo 14,5 22,6 0,288| 1,72 (0,69-4,27)
VPH 44 |Negativo 79,2 71

Positivo 20,8 29 0,293| 1,56 (0,68-3,58)
VPH 45 |Negativo 90,6 83,9

Positivo 9,4 16,1 0,22 1,85 (0,65-5,26)
VPH 51 |Negativo 87,1 90,3

Positivo 12,9 9,7 0,779 0,72 (0,21-2,50)
VPH 52 |Negativo 81,6 80,6

Positivo 18,4 19,4 1 1,06 (0,41-2,73)
VPH 53 |Negativo 93,3 90,3

Positivo 6,7 9,7 0,535| 1,50 (0,41-5,44)
VPH 54 |Negativo 88,2 93,5

Positivo 11,8 6,5 0,55 0,52 (0,12-2,28)
VPH 56 |Negativo 94,9 90,3

Positivo 5,1 9,7 0,396| 1,99 (0,54-7,43)
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Tabla 7. Relacion de cada uno de los genotipos del virus del papiloma humano

(VPH) con el resultado de la biopsia.

Normal/Bajo | Alto/Cancer| p OR (IC 95%)
(n=255) (n=31)
VPH 58 |Negativo 91 90,3
Positivo 9 9,7 1 1,08 (0,30-3,83)
VPH 59 |Negativo 95,3 90,3
Positivo 4,7 9,7 0,214 2,17 (0,58-8,16)
VPH 61 |Negativo 92,9 87,1
Positivo 7,1 12,9 0,276 1,95 (0,61-6,19)
VPH 62 |Negativo 83,1 90,3
Positivo 16,9 9,7 0,438| 0,53 (0,15-1,82)
VPH 64 |Negativo 99,6 100
Positivo 0,4 0 1.000 -
VPH 66 |Negativo 93,3 93,5
Positivo 6,7 6,5 1.000| 0,97 (0,21-4,39)
VPH 67 |Negativo 89,4 83,9
Positivo 10,6 16,1 0,365| 1,62 (0,58-4,58)
VPH 68 |Negativo 80,4 83,9
Positivo 19,6 16,1 0,811 0,79 (0,29-2,16)
VPH 69 |Negativo 96,9 93,5
Positivo 3,1 6,5 0,296| 2,13 (0,43-10,51)
VPH 70 |Negativo 93,7 100
Positivo 6,3 0 0,232 -
VPH 72 |Negativo 95,7 96,8
Positivo 4,3 3,2 1 0,74 (0,09-5,93)
VPH 73 |Negativo 94,9 100
Positivo 5,1 0 0,373 -
VPH 81 |Negativo 85,1 83,9
Positivo 14,9 16,1 0,794 1,10 (0,40-3,04)
VPH 82 |Negativo 95,7 90,3
Positivo 4,3 9,7 0,184 | 2,38 (0,62-9,03)
VPH 84 |Negativo 98,4 93,5
Positivo 1,6 6,5 0,129| 4,33 (0,76-24,67)
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Figura 11. Relacion de cada uno de los genotipos del virus del papiloma

humano (VPH) con el resultado de la biopsia.

Los pacientes que presentaron un resultado en la biopsia de alto grado /
cancer presentaron una mediana superior en el numero de genotipos de VPH
positivos de alto riesgo (mediana: 2; RIC: 1-3) frente al grupo de resultado de la
biopsia normal / bajo grado (mediana: 1; RIC: 0-2), esta diferencia esta cercana
al nivel de significacion estadistica (p=0,081). En la figura 12 (diagrama de
cajas) se muestra la distribucién del numero de genotipos positivos de alto
riesgo del VPH en relacion con el resultado de la biopsia en sus 4 categorias

originales.
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Obtenemos una diferencia entre los 4 grupos estadisticamente
significativa en la distribucion del nimero de genotipos positivos de VPH de
alto riesgo (p=0,02). También podemos observar como existen una tendencia
significativa (p=0,002) en el aumento del numero de genotipos positivos de alto
riesgo a medida que aumenta el grado de malignidad de los resultados

encontrados en la biopsia.

Numero de genoripos positivos de alto riesgo
)
]
1

I | | |
Normal [n=117) Bajogrado (n=138) Altogrado [n=28) Cancer (n=3)

Figura 12. Diagrama de cajas. Relacion del numero de genotipos positivos de

alto riesgo con el resultado de la biopsia.

115



Todos los canceres y la mayor parte de las displasia de alto grado se

presentaron en pacientes con un recuento de linfocitos CD4 < 200. En la tabla

8 se muestra el resultado de la biopsia en funcioén del recuento de CD4 nadir de

los pacientes categorizado en 3 subgrupos: <200, 200-400, >400.

Tabla 8. Relacion del estado inmunitario con el resultado de la biopsia (p<0,07)

BIOPSIA

CD4 Normal Bajo grado | Alto grado | Cancer Total

35,7 47,6 13,1 3,6 84
<200 (%)

46,6 459 7,5 0,0 133
200-400(%)

36,2 53,6 10,1 0,0 69
>400 (%)

116




3. VALIDEZ Y CONCORDANCIA DE LA ANOSCOPIA, LA CITOLOGIA Y EL
GENOTIPADO RESPECTO AL RESULTADO DE LA BIOPSIA

3.1 COMPARACION DE LA ANOSCOPIA CON LA CITOLOGIA

En la tabla 9 se muestra la relacion encontrada entre los resultados
obtenidos en la anoscopia y la citologia. De las 40 anoscopias que se
clasificaron como de alto riesgo de displasia 30 tenian una citologia normal
(75%). Las 2 lesiones sugestivas de cancer por anoscopia de alta resolucion

tuvieron citologia normal.

Tabla 9. Resultados obtenidos en las pruebas de screening anoscopia y

citologia
CITOLOGIA
Bajo Alto
Normal | ASCUS Total
grado grado
Normal 54 5 7 1 67
Bajo riesgo 97 14 4 3 118
Riesgo
E intermedio 52 5 2 0 59
O
O
Q | Riesgo alto 30 7 2 1 40
Z
<
Lesion
sospechosa de
2 0 0 0 2
cancer
Total 235 31 15 5 286
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Para el estudio de la concordancia de los resultados entre estas dos
pruebas se agruparon los resultados en las siguientes categorias: para la
anoscopia (Normal/Riesgo bajo/Riesgo intermedio; Alto riesgo/ Lesion
sospechosa de cancer), y para la citologia (Normal/Bajo grado/ASCUS; Alto
grado). El porcentaje de acuerdo global fue del 84,27%, pero el grado de
concordancia medido mediante el indice kappa fue muy bajo. EI numero de
casos con resultados de alto riesgo o cancer obtenido con las dos pruebas es
muy diferente. De los 5 casos de alto grado detectados por la citologia solo en
1 de ellos coincidié el diagnostico con el resultado de la anoscopia. Por otro
lado, de los 42 casos de alto grado/cancer detectados por la anoscopia solo en

1 de ellos coincide con el resultado de la citologia.

Tabla 10. Concordancia entre el resultado de la anoscopia y de la citologia

CITOLOGIA
Normal/Bajo/ Alto Kappa p
Total
ASCUS Grado (IC 95%)
0,012

< Normal/Bajo/inte
S 240 4 244 (-0,06- 0,735
% rmedio
o 0,09)
n
S
< Alto/Sospecha 41 1 42

Total 281 5 286
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3.2 COMPARACION DE LA ANOSCOPIA CON LA BIOPSIA

En la tabla 11 se muestra la relacion encontrada entre los resultados
obtenidos en la anoscopia y el “gold standard” que en nuestro estudio es el
resultado de la biopsia. De las 67 anoscopias clasificadas como normales 41

tenian algun grado de displasia en la biopsia (61%) .

Tabla 11. Resultados obtenidos en la AAR y biopsia.

BIOPSIA
Bajo Alto .
Normal grado grado Cancer Total
AL 26 38 3 0 67
Bajo riesgo
56 49 12 1 118
< Riesgo
% intermedio 26 o8 4 1 59
(&)
(7]
g Ri It
< | esgoalio 8 23 8 1 40
Lesion
sospechosa de
cancer 1 0 1 0 2
Total
117 138 28 3 286
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Para el estudio de la concordancia de los resultados entre estas dos
pruebas se agruparon los resultados en las siguientes categorias: para la
anoscopia (Normal/Bajo/Intermedio; Alto/Sospecha), y para la biopsia
(Normal/Bajo; Alto/Cancer). El porcentaje de acuerdo global fue del 81,47%,
pero el grado de concordancia medido mediante el indice kappa fue muy bajo
(Tabla 12).

Tabla 12. Concordancia entre el resultado de la anoscopia y la biopsia

BIOPSIA
. . Kappa P
Normal/Bajo | Alto/Cancer | Total (IC 95%)
_ 0,17
NormaI/Ba_jolInt 293 21 244 (0,02- 0,003
ermedio 0,32)
s )
S
8 Alto/Sospecha 32 10 42
@)
Z
<
Total 255 31 286

Los indices de validez diagndstica de la anoscopia comparado con la
biopsia (prueba de referencia) se muestran en la tabla 13. La anoscopia
presentd una sensibilidad baja (32,26%) lo que conlleva una alta proporcion de
falsos negativos. Por otro lado la especificidad es buena (87,45%). La razén de
verosimilitud (RV+) pone de manifiesto que una anoscopia positiva
(alto/sospecha) es 2,6 veces mas frecuente en casos con resultado en la
biopsia positivo (alto/cancer) que en las que presentan resultado negativo en la
biopsia (normal/bajo) indicando un rendimiento pequefo por parte de la

anoscopia.
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En la tabla 14 se presentan los valores predictivos, tanto positivos como
negativos, en funcion de distintos valores de prevalencia. En funciéon de la
prevalencia obtenida en nuestro estudio (10,8) el VPP es del 23,81% (IC
95%:9,74-37,88) y el VPN es del 91,39% (IC 95%:87,67-95,12) (Tabla 14).

Tabla 13. Rendimiento diagnéstico de la anoscopia frente a la biopsia (prueba

de referencia)

Sensibilidad  Especificidad RV + (IC RV -(IC
Prueba
(IC 95%) (IC 95%) 95%) 95%)
32,26 87,45 2,57 0,77
Anoscopia

(14,19-50,33) (83,19-91,71)  (1,40-4,70)  (0,60-0,99)

RV +: Razén de Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud Negativa

Tabla 14. Valores predictivos de la anoscopia para distintas prevalencias

Prevalencia Prevalencia
VPP VPN VPP VPN
(%) (%)
8 18,27 93,69 40 63,15 65,95
10 22,22 92,08 60 79,41 46,26
10,84 23,81 91,39 80 91,14 24 4
20 39,12 83,78 90 95,86 12,54

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo
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3.2 COMPARACION DE LA CITOLOGIA CON LA BIOPSIA

En la tabla 15 se muestra la relacion encontrada entre los resultados
obtenidos en la citologia y la biopsia. De las 235 citologias clasificadas como
normales, 20 tienen una displasia de alto grado en la biopsia y, mas de la
mitad, 131 casos (56%), algun grado de displasia en la biopsia. De los 3
canceres de la serie, 1 fue clasificado por la citologia como displasia de alto

grado, otro como ASCUS y otro como normal.

Tabla 15. Resultados obtenidos en las pruebas de screening citologia y prueba de

referencia biopsia.

BIOPSIA
Bajo Alto
Normal Cancer Total
grado grado
Normal 104 110 20 1 235
f—; ASCUS 9 15 6 1 31
o
o |Bajo grad
g djograco 4 9 2 0 15
(&)
Alto grado 0 4 0 1 5
Total 117 138 28 3 286

Para el estudio de la concordancia de los resultados entre estas dos
pruebas se agruparon los resultados en las siguientes categorias: para la
citologia (Normal/Bajo/ASCUS; Alto Grado), y para la biopsia (Normal/Bajo;
Alto/Céancer). El porcentaje de acuerdo global fue del 88,11%, pero el grado de
concordancia medido mediante el indice kappa también fue muy bajo (Tabla
16).
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Tabla 16. Concordancia entre el resultado de la citologia y la biopsia.

BIOPSIA
. . Kappa P
Normal/Bajo | Alto/Cancer | Total (IC 95%)
Normal/Bajo/ 0,03
<| Ascus 201 %0 281 | (0,070,13) | 0°0°
[0}
Q| Alto Grado 4 1 5
(o]
=
(&)
Total 255 31 286

Los indices de validez diagndstica de la citologia comparado con la

biopsia (prueba de referencia) se muestran en la tabla 17. La citologia presento

una sensibilidad muy baja (3,23%) lo que conlleva una alta proporcion de falsos

negativos. Por otro lado la especificidad es buena (94,43%). La razén de

verosimilitud (RV+) pone de manifiesto que una citologia positiva (alto grado)

es 2 veces mas frecuente en casos con resultado en la biopsia positivo

(alto/cancer) que en las que presentan resultado negativo en la biopsia

(normal/bajo) indicando un rendimiento pequeno por parte de la citologia. En la

tabla 18 se presentan los valores predictivos, tanto positivos como negativos,

en funcién de distintos valores de prevalencia. En funcion de la prevalencia
obtenida en nuestro estudio (10,8) el VPP es del 20,0% (IC 95%: 0,0-65,06) y
el VPN es del 89,32% (IC 95%: 85,54-93,11) (Tabla 18). Lo que significa que

existe solo un 20% de probabilidad de que siendo la citologia positiva para

lesiones de alto grado ésta se corresponda realmente con displasia de alto

grado o cancer en la biopsia, sin embargo, el VPN es alto lo que indica que

siendo la citologia normal, bajo grado o ASCUS hay un 85% de probabilidad de

que se corresponda con un resultado normal o de displasia de bajo grado en la

biopsia.
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Tabla 17. Rendimiento diagnéstico de la citologia frente a la biopsia

(prueba de referencia)

Sensibilidad Especificidad RV + (IC RV -(IC
Prueba
(IC 95%) (IC 95%) 95%) 95%)
3,23 94,43 2,06 0,98
Citologia

(0,0-11,1)  (96,71-100,0) (0,24-17,82) (0,92-1,05)

RV +: razén de verosimilitud positiva; RV -: razon de verosimilitud negativa

Tabla 18. Valores predictivos de la citologia para distintas prevalencias

Prevalencia Prevalencia
VPP VPN VPP VPN
(%) (%)
8 15,18 92,12 40 57,83 60,41
10 18,61 90,15 60 75,53 40,41
10,84 20,01 89,32 80 89,16 20,27
20 33,96 80,27 90 94,88 10,15

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo

124



3.2 COMPARACION DEL GENOTIPADO DEL VPH CON LA BIOPSIA

Para este analisis se ha tenido en cuenta en primer lugar la presencia de

algun genotipo positivo de alto riesgo de VPH relacionado con la biopsia como

prueba de referencia. La tabla 19 muestra la relacién entre estas dos variables,

asi como la concordancia evaluada mediante el estadistico de kappa. El
porcentaje de acuerdo global fue del 34,27% con un indice kappa bajo. En la
tabla 20 se muestran los indices de validez diagndstica de la presencia de VPH
de alto riesgo. La sensibilidad fue alta (90,32%), mientras que la especificidad
fue baja (27,45%) debido a la presencia de un alto porcentaje de falsos
positivos. El VPP fue de 13,15% (IC 95%:8,37-17,92) y el VPN fue de 95,89%

(90,65-100,0).

Tabla 19. Concordancia entre el resultado de la presencia de algun genotipo

positivo de alto riesgo de VPH y la biopsia

BIOPSIA
Alto/ Kappa
Normal/Bajo Total PP P
Cancer (IC 95%)
0,05

2 NO 70 3 73 0,032
) (0,01-0,09)
Q2
i)
©
a
S Sl 185 28 213

Total 255 31 286
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Tabla 20. Rendimiento diagndstico de la presencia de algun VPH de alto riesgo

frente a la biopsia (prueba de referencia)

Sensibilidad  Especificidad RV + (IC RV - (IC
Prueba
(IC 95%) (IC 95%) 95%) 95%)
VPH alto 90,32 27,45 1,24 0,35
riesgo (78,30-100,0) (21,78-33,12)  (1,08-1,43) (0,12-1,05)

RV +: Razén de Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud Negativa

Con el objetivo de identificar el punto de corte de la variable “numero de
genotipos positivos de alto riesgo de VPH” que mayor rendimiento diagndstico
tenia con respecto al resultado positivo en la biopsia (alto grado/cancer) se

realizd una curva de rendimiento diagndstico (figura 13).

El area bajo la curva obtenida fue de 0,59 (IC 95%: 0,50-0,68; p=0,089).
Con el objetivo de identificar el mejor punto de corte se obtuvieron los indices
de validez diagnédstica de cada punto de corte. Se selecciono aquel punto de
corte que maximiza el valor del indice de Youden (Tabla 21). En este caso el
valor >=2 fue el que presentd un indice de Youden mayor con una sensibilidad
del 58% y una especificidad del 57%.
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Tabla 21. indices de validez diagndstica para los diferentes puntos de corte

del numero de genotipos positivos del alto riesgo para VPH.

Sensibilidad | Especificidad RV + RV - Y
(>=1) 0,90 0,27 1,24 0,35 0,18
(>=2) 0,58 0,57 1,36 0,73 0,15
(>=3) 0,29 0,77 1,28 0,92 0,06
(>=4) 0,10 0,87 0,75 1,04 -0,03
(>=5) 0,03 0,94 0,55 1,03 -0,03

RV +: Razén de Verosimilitud Positiva; RV -:

Negativa, IY: indice de Youden

o i=]
[ ] [ ]
1 |

Sensibilidad
i

0,2

0,0-—

0,0

1 1
0,32 0,4

1
0,6

]
0,8

1 - Especificidad

1,0

Razén de Verosimilitud

Figura 13. Curva ROC del numero de genotipos positivos del alto riesgo de

VPH frente al resultado positivo de la biopsia
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Para el estudio de la concordancia de los resultados entre estas dos
pruebas se agruparon los resultados en las siguientes categorias: para VPH
alto riesgo (<2; 22), y para la biopsia (Normal/Bajo Grado; Alto Grado /Cancer).
El porcentaje de acuerdo global fue del 57,34%, pero el grado de concordancia

medido mediante el indice kappa fue muy bajo ( tabla 22).

Tabla 22. Concordancia entre el resultado de la presencia de algun genotipo
positivo de alto riesgo de VPH y la biopsia

BIOPSIA
. . Kappa P
Normal/Bajo | Alto/Cancer | Total (IC 95%)
0,05
o NO 70 3 73 (0,01-0,09) 0,032
N
Q
o
= Si 185 28 213
T
o
>
Total 255 31 286

Los indices de validez diagnodstica del numero de VPH de alto riesgo
(>=2) comparado con la biopsia (prueba de referencia) se muestran en la tabla
23. La presencia de VPH de alto riesgo (>=2) presentd una sensibilidad del
58% y una especificidad del 57,25%. Este punto de corte presenta un
porcentaje de falsos positivos y falsos negativos similar. En la tabla 23 se
presentan los valores predictivos, tanto positivos como negativos, en funcion de
distintos valores de prevalencia. En funcién de la prevalencia obtenida en
nuestro estudio (10,8) el VPP es del 14,17% (IC 95%:7,71-20,63) y el VPN es
del 91,82% (IC 95%:87,25-96,40) (Tabla 24). El VPP para algun positivo de alto
riesgo es del 13,15%, mientras que el VPN es del 93,89%.
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Tabla 23. Rendimiento diagnostico de la presencia de =22 VPH de alto

riesgo frente a la biopsia (prueba de referencia)

Sensibilidad Especificidad RV + (IC RV - (IC
Prueba

(IC 95%) (IC 95%) 95%) 95%)
58,06
VPH alto 57,25 1,36 0,73
_ (39,08-
riesgo 22 (50,99-63,52) (0,98-1,89)  (0,48-1,12)
77,05)

RV +: Razoén de Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud

Negativa

Tabla 24. Valores predictivos de la presencia de 22 VPH de alto riesgo

para distintas prevalencias

Prevalencia Prevalencia
VPP VPN VPP VPN
(%) (%)
8 10,56 94,01 40 47 52 67,19
10 13,11 92,47 60 67,07 47 .64
10,84 14,17 91,82 80 84,45 25,44
20 25,35 84,52 90 92,44 13,17

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo
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En la siguiente tabla se resumen los resultados de cada una de las

pruebas de cribado aplicada de forma individual respecto a la biopsia. (Tabla

25). La mayor sensibilidad es para algun genotipo del VPH-AR y la menor para

la citologia, mientras que el mejor valor de especificidad es para la citologia y el

mejor para algun genotipo VPH-AR.

Prueba
Sensibilidad | Especificidad VPP VPN RV + RV -
(IC 95%) (IC 95%) (IC95%) | (IC95%) | (IC95%) | (IC 95%)
AAR
32.26 87.45 2(?;871% ?;%35;/" (f’ig 0,77
(1419-5033) | (83,1001,71) | i 58 1) 470y | (0.60-0.99)
Citologia
3.23 94.43 (20060 (22’22 (é’gi 0,98
©0-11,1) | (9671-1000) | dooe 55 11 (752 | (092105
VPH de
alto
riesgo 90,32 27,45 (:333;175 (22’22 (1 ’ég 0,35
(78301000 | (21.7833.12) | ‘7> 1000) 43 | (012:1.05)
VPH alto
riesgo 22
58,06 57.25 (174'7117 (2;’22 (;’gg 0,73
(39.08-77,05) | (50,90-63.52) | So'¢n 56.40) T, | (048-112)

Tabla 25: Valores de Sensibilidad, Especificidad, VPP (Valor Predictivo
Positivo), VPN (Valor Predictivo Negativo), RV+ (Razén de Verosimilitud

positiva) y RV- (Razén de Verosimilitud negativa) para cada una de las pruebas

de cribado.
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4. COMPARACION DEL RENDIMIENTO DIAGNOSTICO DE LAS 3
PRUEBAS

Para evaluar el rendimiento diagndstico de estas tres pruebas
(anoscopia, citologia, VPH de alto riesgo >=2, VPH de alto riesgo) se
obtuvieron y se compararon las areas bajo la curva para la relacion con el
resultado positivo de la biopsia (alto grado/ cancer). En todas las pruebas el
ABC fue bajo, pero se detectaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar las 4 pruebas (p=0,029). Estas diferencias se obtuvieron al comparar
la citologia (prueba de screening con el rendimiento mas bajo) con la presencia
de algun VPH de alto riesgo (p=0,017). Al comparar el resto de pruebas de
screening no se obtuvieron diferencias significativas entre ellas (p >= 0,05 en

todos los casos).

Tabla 26. Rendimiento diagndstico de las diferentes pruebas de screening para
el resultado positivo de la biopsia (alto/cancer)

ABC IC 95%
Citologia (alto/cancer)

0,508 0,476 0,541
Anoscopia (alto/sospecha)

0,598 0,512 0,685
Algun VPH de alto riesgo

0,589 0,529 0,648
>= 2 VPH de alto riesgo

0,577 0,483 0,669

ABC: Area Bajo la Curva
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5. EVALUACION DEL RENDIMIENTO DIAGNOSTICO AL COMBINAR
RESULTADO DE LAS PRUEBAS

Se realiz6é un analisis de aplicacion de pruebas diagndsticas en paralelo
con el objetivo de evaluar el rendimiento diagndstico en la aplicacion de dos o
tres pruebas en paralelo para el diagndstico positivo en la biopsia (alto/cancer).
Para ellos se evaluaron los pares de pruebas anoscopia/citologia, anoscopia/
algun VPH-AR, citologia/ algun VPH-AR Yy finalmente la aplicacién de los tres

pruebas en paralelo.

5.1. ANOSCOPIA/CITOLOGIA

La tabla 27 muestra los resultados de estas dos pruebas en relacion con
la variable resultado de la biopsia. En las pruebas en paralelo se consideraran
positivas si alguna de las dos pruebas resulta positiva y como resultado
negativo se refiere a las dos pruebas cuando disponen de un resultado

negativo ambas.

Tabla 27. Frecuencias absolutas de presencia de resultado positivo en la
biopsia en funcién de la informacién de la anoscopia y de la citologia

Anoscopia Citologia Biospia Biospia
(alto/sospecha) | (alto grado) | (normal/bajo) (alto/cancer)
- - 220 20
+ - 31 10
- + 3 1
+ + 1 0
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La sensibilidad al aplicar las dos pruebas en paralelo fue baja (35,48%)

debido a un alto porcentaje de falsos negativos. La especificidad fue del

86,27% (tabla 28).

Tabla 28. Rendimiento diagnodstico de la anoscopia y la citologia en paralelo

BIOPSIA
Anoscopial/citologia Normal/Bajo Alto/Cancer Total
Alguna positiva 35 11 46
Las dos negativas 220 20 240
Total 255 31 286
Sensibilidad 35,48 (17,03- VPP (IC95%) 23,91 (10,50-
(1C95%) 53,94) 37,33)
Especificidad 86,27 (81,85- VPN (IC95%) 91,67 (87,96-
(1C95%) 90,69) 95,37)
RV+ (IC95%) 2,59 (1,47-4,55) RV-(IC95%) 0,75 (0,57-0,98)

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo; RV +: Razon de

Verosimilitud Positiva; RV -: Razon de Verosimilitud Negativa
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5.2 ANOSCOPIA/HPV ALTO RIESGO

La tabla 29 muestra los resultados de estas dos pruebas en relacion con
la variable resultado de la biopsia. En las pruebas en paralelo se considerara
positivo si alguna de las dos pruebas resulta positiva, y como resultado
negativo se refiere a las dos pruebas cuando disponen de un resultado

negativo ambas.

Tabla 29. Frecuencias absolutas de presencia de resultado positivo en la biopsia

en funcién de la informacién de la anoscopia y del VPH de alto riesgo

Anoscopia HPV alto riesgo Biospia Biospia
(alto/sospecha) (si/no) (normal/bajo) (alto/cancer)
- - 63 1
+ - 7 2
- + 160 20
+ + 25 8

La sensibilidad al aplicar las dos pruebas en paralelo fue muy buena (96,77%),

sin embargo la especificidad fue muy baja (24,71%) (Tabla 30).
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Tabla 30. Rendimiento diagndstico de la anoscopia y el genotipado de alto
riesgo de VPH en paralelo

BIOPSIA

Anoscopia/VPH Normal/Bajo Alto/Cancer Total
Alguna positiva 192 30 299
Las dos 63 1 64
negativas
Total 255 31 286
Sensibilidad 96,77 (88,94- VPP (IC95%)

13,51 (8,79-18,24
(1C95%) 100,0) 51 (8, ,24)
Especificidad 24,71 (19,22- VPN (1C95%) 98,44 (94,62-
(1C95%) 30,20) 100,0)

RV+ (1C95%)

1,29 (1,17-1,41)

RV- (1C95%)

0,13 (0,02-0,91)

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo; RV +: Razon de
Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud Negativa
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5.3. CITOLOGIA/HPV ALTO RIESGO

La tabla 31 muestra los resultados de estas dos pruebas en relacion con la
variable resultado de biopsia. En las pruebas en paralelo se consideraran
positivo si alguna de las dos pruebas resultada positiva y como resultado
negativo se refiere a las dos pruebas cuando disponen de un resultado

negativo en ambas.

Tabla 31. Frecuencias absolutas de presencia de resultado positivo en la biopsia

en funcién de la informacién de la citologia y del VPH de alto riesgo.

Citologia HPV alto riesgo Biospia Biospia
(alto grado) (si/no) (normal/bajo) (alto/cancer)
- - 70 3
+ - 0 0
- + 181 27
+ + 4 1

La sensibilidad al aplicar las dos pruebas en paralelo fue muy buena
(90,32%), sin embargo la especificidad fue muy baja (27,45%) (Tabla 31).
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Tabla 32. Rendimiento diagndstico de la anoscopia y el genotipado de alto

riesgo de VPH en paralelo

BIOPSIA
Citologia/VPH Normal/Bajo Alto/Cancer Total
Alguna positiva 185 8 213
Las dos
. 70 3 73

negativas
Total

o 255 31 286
Sensibilidad 90,32 (78,30- VPP (IC95%) )
(IC95%) 100.0) 13,15 (8,37-17,92)
Especificidad i VPN (IC95%) 95,89 (90,65-
(IC95%) 27,45 (21,78-3,12) 100.0)

RV+ (1C95%)

1,24 (1,08-1,43)

RV- (IC95%)

0,35 (0,12-1,05)

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo; RV +: Razén
de Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud Negativa
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5.4 ANOSCOPIA/CITOLOGIA/HPV ALTO RIESGO

En esta ultima combinacion se aplican las 3 pruebas en paralelo. La tabla
33 muestra los resultados de estas 3 pruebas en relacionadas con la variable

de resultado de la biopsia.

Tabla 33. Frecuencias absolutas de presencia de resultado positivo en la biopsia en

funcién de la informacién de la citologia, la AAR y del VPH de alto riesgo.

Citologia HPV alto Anoscopia Biopsia Biopsia
(alto grado) riesgo | (alto/sospecha) | (normal/bajo) | (alto/cancer)
(si/no)
- - - 63 1
- - + 7 2
) + : 157 19
+ - - 0 0
+ + - 3 1
+ - + 0 0
- + + 24 8
+ + + 1 0

La sensibilidad al aplicar las tres pruebas en paralelo fue muy buena
(96,77%), sin embargo la especificidad fue muy baja (24,71%) (Tabla 33).
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Tabla 34. Rendimiento diagnodstico de la citologia, el genotipado de alto riesgo

de VPH y la AAR en paralelo

BIOPSIA

Citologia/ VPH-AR/ AAR Normal/Bajo Alto/Cancer Total
Alguna positiva 192 30 292
Last ti
as tres negativas 63 1 64
Total 255 31 286
Sensibilidad (1C95%) 96,77 (88,94- VPP (1C95%) 13,51 (8,79-
100,0) 18,24)
Especificidad (1C95%) 24,71 (19,22- VPN (IC95%) 98,44 (94,62-
30,20) 100,0)
RV+ (IC95%) 129 (1.17-1,41) RV-(1C95%) 0,13 (o,)oz-
’ ’ ’ 0’91

VPP: Valor Predictivo Positivo: VPN: Valor Predictivo Negativo; RV +: Razon de
Verosimilitud Positiva; RV -: Razén de Verosimilitud Negativa
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10. DISCUSION
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El cancer anal, entidad causada por el virus del papiloma humano de
alto riesgo carcinogénico, es un cancer poco frecuente en la poblacién general
como ya sabemos, si bien, se ha convertido en uno de los canceres no
definitorios de SIDA mas emergente en los paises occidentales en la ultima
década (72). El cribado de lesiones preneoplasicas cervicales mediante
citologia y tinciéon de Papanicolaou es una de las intervenciones preventivas de
cancer con mas éxito en la historia de la Medicina, reduciendo en un 75% el
cancer de cuello en los paises desarrollados en los ultimos 50 afios. En este
marco nacen los diferentes ensayos y programas de cribado destinados a
detectar las lesiones precursoras del cancer anal en analogia con el cancer de
cérvix, aunque a medida que evoluciona el conocimiento se sabe que son
grandes las diferencias que los separan y que desafortunadamente ya existen
numerosos estudios que ponen de manifiesto que la citologia parece no
predecir correctamente la displasia de alto grado demostrada por biopsia (24),
(41), (100).

Nuestro estudio es uno de los pocos realizados hasta el momento donde
se realizan tres pruebas de screening en paralelo (AAR, Citologia, Genotipado
de VPH) para validar el rendimiento diagndstico de las mismas respecto al
“gold standard” que en nuestro caso es el resultado de la biopsia, poniendo de
manifiesto pobres resultados y cuestionando el valor del screening sobre
poblacion de riesgo, como ya lo cuestionan otros estudios. Hasta el momento
la mayoria de los protocolos clinicos dirigen la biopsia hacia zonas
sospechosas macroscopicamente tras la AAR o bien en una segunda visita tras
el resultado positivo en la citologia. Al inicio de nuestro estudio y previo a la
inclusion de los pacientes que respectan a esta tesis doctoral, evidenciamos
una gran discordancia entre los resultados de la AAR, citologia y biopsia, por lo
que se acordd en comité cientifico con todos los servicios implicados en este
protocolo clinico la validacién de estas pruebas respecto a la biopsia, ya que a
la luz de los resultados obtenidos hasta aquel momento las pruebas realizadas
de cribado parecian tener una baja sensibilidad y una gran discordancia entre

los resultados obtenidos.
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Existen numerosas cuestiones pendientes en este campo como la falta
de un ensayo aleatorizado que evalue la citologia anal, evaluar la efectividad
del tratamiento de las displasias de alto grado, conocer realmente la historia
natural de la progresion de displasia de alto grado a cancer,... aspectos que
hacen que no existan recomendaciones definitivas para la deteccién precoz de

lesiones preneoplasicas anales.

Los pacientes incluidos en este estudio son varones homosexuales
VIH+, de acuerdo con la poblacién de referencia de screening aceptada en la
literatura en la que la incidencia de la enfermedad es mayor (7), (70). No se
incluyen en este protocolo clinico mujeres con antecedentes de lesiones
preneoplasicas cervicales de alto grado relacionadas con el VPH, ni pacientes
inmunodeprimidos por otras causas diferentes al VIH, como pacientes
trasplantados, a pesar de ser otro grupo poblacional donde la incidencia de
carcinoma escamoso de canal anal puede verse aumentada, para la
homogeneizacién de la muestra, ya que unicamente habia dos mujeres con
antecedentes de CIN Ill y no esta claro que los factores de riesgo implicados

sean los mismos.

La frecuencia de lesiones displasicas de alto grado y cancer en nuestra
poblacién es alta, 10,83 % (lesiones con displasia de alto grado [28] + cancer
[3]), no pudiéndose extrapolar estas cifras para el calculo de la incidencia real,
puesto que nuestra muestra esta unicamente restringida a varones

homosexuales VIH, como se ha descrito anteriormente.

Es dificil discernir el verdadero efecto del VIH sobre la incidencia del
cancer anal manteniendo al margen al VPH y a las relaciones homosexuales
anorreceptivas. Es posible que la infeccién por VIH interactue con el VPH para
predisponer al cancer anal. En una cohorte de 346 hombres homosexuales
infectados por VIH y 262 VIH negativos, la infeccion con multiples genotipos del
VPH fue mas comun en los pacientes infectados por VIH (73 Vs 23%) y se
asocid con inmunosupresion significativa (recuento de CD4 por debajo de 200 /

microL) (78). Este hallazgo podria reflejar una mayor replicacion del VPH en
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pacientes con SIDA, lo que permitiria que mas tipos de VPH alcancen una

concentracion detectable.

La inmunosupresion cronica en la infeccion por VIH también se asocia
con un mayor riesgo de cancer anal y de progresion de AIN de bajo grado a
AIN de alto grado o cancer invasivo (79), (114). Existe un estudio suizo de
casos Yy controles anidados en una cohorte VIH, en el que los bajos recuentos
de CD4 se asociaron significativamente con el cancer anal, tanto en el nadir
como en el momento del diagndstico de cancer . La influencia del recuento de
CD4 parecié ser mas fuerte de seis a siete anos antes del diagndstico de
cancer anal (odds ratio <200 versus =500 células / microL 14.0, IC 95% 3.85-
50.9) (79). En nuestro estudio también se muestra una asociacion con
tendencia estadistica (p=0,07) entre un menor recuento de cifras de CD4 y un
cambio displasico mayor o presencia de cancer en la biopsia, observandose
que todos los canceres y la mayor parte de las displasias de alto grado se

presentaron en pacientes con un recuento de linfocitos CD4 nadir < 200.

Respecto al genotipado del VPH, algun VPH estaba presente 85,3%
casos. De entre todos los genotipos del VPH aislados el mas frecuente fue el
genotipo VPH 16 (24,5%), al igual que se describe en el cérvix, siendo uno de
los principales genotipos de alto riesgo implicados en el proceso de
carcinogénesis y el que se asocia a un peor pronéstico (115). La mediana del
numero de genotipos por paciente fue de 3 (RIC 1-5), y de genotipos de alto
riesgo fue de 2 (RIC 0-2), detectandose en el 74.5% de la muestra un genotipo
de alto riesgo, siendo el mas frecuente de nuevo el genotipo VPH 16,
correspondiéndose con los resultados publicados en Espafa en un estudio

multicéntrico en el ano 2013 (116).

No se sabe cual es exactamente el papel que tiene la infeccién multiple
por varios genotipos de VPH en el canal anal, si bien en el cérvix hay varios
estudios que relacionan la infeccion multiple por varios genotipos del VPH con

una mayor severidad de la lesién encontrada en el resultado histopatologico.
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Cuando analizamos en nuestra serie la relacion del VPH con el resultado
de la biopsia categorizandola en dos subgrupos (Bajo grado/Normal), frente a
(Alto grado y Cancer), se pone de manifiesto que en todas las biopsias con una
lesidn displasica de alto grado o cancer esta implicado algun genotipo del VPH,
lo que afianza la idea de que el VPH es causa necesaria aunque no suficiente
para el desarrollo del cancer anal. La categorizacion en estos dos subgrupos
del resultado de la biopsia en este analisis y en los futuros es debido a la
necesidad de tratamiento en un grupo segun lo publicado en la literatura, frente
a la observacion en lesiones con displasia de bajo grado, aunque no existen
trabajos que demuestren cual es el mejor tratamiento para las lesiones
displasicas de alto grado ni la eficacia del mismo. Para poder basarnos en la
evidencia cientifica a la hora de tomar una decision respecto al tratamiento o
no y cual es el mejor tratamiento debemos de esperar a los resultados de un
gran ensayo controlado y randomizado que se ha puesto en marcha: ANCHOR
(Anal Cancer/HSIL Outcomes Research) y que ha sido disenado para valorar la
eficacia de tratamiento en lesiones con displasia de alto grado frente a una
estrecha monitorizacion de las mismas sin tratamiento en mas de 5000
pacientes VIH+. Todos los pacientes de nuestro estudio con displasia de alto
grado fueron tratados mediante exéresis, ablacion quirdrgica y no hubo
ninguna recidiva en las revisiones incluidas en este periodo, si bien, el tiempo
de seguimiento de este estudio es muy corto para valorar recidiva tras el

tratamiento.

El objetivo fundamental de esta tesis era ver si alguna de las pruebas de
screening que venian siendo utilizadas en centros de referencia para el
despistaje del cancer de canal permite de manera aislada o combinadas entre
ellas detectar lesiones preneoplasicas sobre las que se desarrollara a futuro el
cancer de canal anal, pudiendo asi tratarlas minimizando su progresion hacia

formas infiltrantes y evitando tratamientos agresivos.

El nivel de concordancia en nuestro estudio existente entre la AAR y la
citologia es muy bajo, siendo todas las AAR realizadas por el mismo cirujano, y
solo de los 5 casos que detecto la citologia como de alto grado o cancer uno

fue interpretado de la misma forma en la AAR.
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Al comparar la AAR con resultado de la biopsia el grado de
concordancia también fue muy bajo. No existen publicaciones con las que
podamos cotejar este resultado ya que no existe ningun estudio con biopsia
sistematica por lo que la mayoria de las biopsias son tomadas sobre zonas en
las que previamente la citologia ha sido positiva, ya que se asume que pueden
existir cambios acetoblancos visibles por AAR correspondientes a regeneracion
tisular tras traumatismos, aunque del mismo modo estas zonas de
transformacién pueden favorecer la infeccién por el VPH (117) y de no
biopsiarlas nunca estariamos seguros frente a que lesidon nos encontramos en
caso de que la citologia sea un muy mal predictor de lesiones de alto grado y
cancer como lo es en nuestro estudio. De igual forma seria necesaria la
formacion de equipos a futuro, en caso de implementarse los programas de
cribado, con una amplia casuistica a la hora de interpretar los hallazgos en la

AAR, para ello ya existen algunos centros de entrenamiento.

Respecto a los 3 canceres confirmados por biopsia se observa que cada
uno de ellos obtuvo un resultado diferente por citologia, correspondiendo uno
de ellos a una citologia normal, otro a ASCUS y otro a una displasia de alto
grado. El grado de concordancia entre ambas dos pruebas medido por el indice
de Kappa fue muy bajo, a modo de interpretacion es casi igual de probable que
las pruebas coincidan como tirar una moneda al aire. En vista de estos
resultados nos plantemos varias causas por la que se muestra esta
discordancia y estos resultados estan siendo evaluados en la actualidad por un
patdlogo externo. En cualquier caso, esta informacion nos hace plantearnos
que la citologia anal como técnica de despistaje basada exclusivamente en la
toma de una muestra a ciegas no es lo suficientemente sensible para detectar
aquellos casos de neoplasia intraepitelial de alto grado demostrados por
biopsia, precisa de una curva de aprendizaje para optimizar sus resultados, su
reproducibilidad es variable y depende de muchos factores externos como
también mencionan otras publicaciones (19), (118). Algunos autores plantean
que la citologia es un mal predictor fundamentalmente cuando el resultado de
la misma es de bajo grado o ASCUS infraestimando la gravedad histolégica

real, por lo que plantean biopsiar a cualquier paciente con factores de riesgo y
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citologia anormal (100). En esta misma linea Goldstone y colaboradores en un
estudio publicado en el 2009 en una cohorte de 200 pacientes demuestran una
mala correlacién entra la citologia y la histologia, existiendo en el 30% de los
pacientes citologias que infraestimaban el resultado histolégico de alto grado
en la biopsia (112). En nuestro protocolo se ha evidenciado que la
interpretacion de la citologia comparada con el estandar tiene una sensibilidad
muy baja, la prueba de cribado con una sensibilidad menor, lo que conlleva una
gran tasa de falsos negativos no sirviendo como prueba de cribado en el
cancer de canal anal. Hasta 20 citologias normales mostraron una displasia de
alto grado en la biopsia y 1 caso tuvo como resultado un cancer, lo que invita a
abandonar esta practica, al menos, hasta que existan nuevos estudios que la
validen de una forma sistematica con la biopsia, como hemos comentado

anteriormente.

La deteccion y el genotipado del VPH nos ha permitido conocer la
distribucion del mismo en nuestra poblacion, siendo el genotipo 16 el mas
frecuente coincidiendo con lo publicado, lo que podria justificar el uso de la
vacuna nonavalente del VPH para prevenir el tedrico aumento de la incidencia
de esta enfermedad asociada a los genotipos de alto riesgo (119). En nuestro
estudio se constato la presencia de un genotipo del VPH de alto riesgo en el
74,5%.

Al analizar la sensibilidad del genotipado para algun genotipo de alto
riesgo esta fue del 90,32%, siendo la especificidad fue muy baja 27,4%
advirtiendo de la presencia de un alto porcentaje de falsos positivos. El
porcentaje de acuerdo global también fue muy bajo alcanzandose el mejor
indice de correlacion con la presencia de 2 o mas genotipos de alto riesgo
coincidiendo con otras publicaciones (19). A pesar de ser la mejor prueba de
clasificacion en nuestro estudio para predecir el desarrollo de una lesién de alto
grado o cancer de manera individual la concordancia con el estandar es baja,
por lo que nunca podria ser utilizada como método unico de screening ya que
tomariamos biopsia a muchos pacientes de manera innecesaria por ser la tasa
de falsos positivos muy elevada, aunque seria una herramienta muy util a tener

en cuenta en asociacion con otras pruebas de cribado.
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Al comparar el rendimiento diagnéstico de las 3 pruebas en paralelo,
AAR, citologia y algun genotipo de alto riesgo del VPH, comparandolo con la
biopsia, no se obtuvo ninguna mejora en el rendimiento global respecto al
individual, aunque si se obtuvieron diferencias, siendo la citologia la prueba
con el rendimiento mas bajo y la de mayor rendimiento el genotipado. La mejor
combinacion resulté de la AAR con el genotipado presentando una sensibilidad
cercana al 97%, pero con una especificidad muy baja, por lo que la
combinacion de ambas no se podria aconsejar tampoco como un estandar de
cribado ya que someteriamos a muchos pacientes a la realizacion de AAR con

un estrés emocional afladido para el paciente.

Las pruebas de cribado utilizadas en la actualidad como parte de los
protocolos clinicos implementados en la mayoria de los centros no han sido
validadas por ningun organismo oficial, ni comparadas con un “gold standard”
que es el resultado histopatoldgico de forma sistematica. Su uso se basa en la
analogia con el cancer de cérvix y en lo que este cribado a aportado respecto a
la disminucién de las tasas de esta enfermedad. En base a nuestros resultados
y tal como estan implementadas estas pruebas en la actualidad, esta claro, que
el cribado del cancer de cuello de utero no es un espejo donde mirarnos para
implementar estos protocolos en el cancer de canal. Faltan datos precisos
acerca del riesgo real de progresion de las displasias de alto grado a cancer,
no existen datos acerca de la disminucion de la incidencia del carcinoma anal
invasivo tras la implantacion de estos programas de cribado y no se ha
comprobado cual es el beneficio del tratamiento de las mismas frente a una

conducta expectante.

En un articulo publicado en el aino 2012 por Newsom-Davis y
colaboradores en el Reino Unido, 7 de 74 pacientes que fueron diagnosticados
de cancer anal habian seguido programas de cribado, no habiendo diferencias
entre el estadio tumoral al diagndstico ni en la supervivencia de los mismos
(120).
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A la vista de nuestros resultados y asumiendo las limitaciones de
nuestro estudio como propias de un estudio transversal con falta de
seguimiento a largo plazo de los pacientes, mejora de la curva de aprendizaje
del personal implicado, tanto por parte de los profesionales que realizan la AAR
y la toma de muestras, como de la interpretacion de las mismas por parte de
los patdlogos, la rentabilidad del mismo y las luces y sombras que existen
acerca de la repercusion futura que tendran estos programas, los resultados
son muy desalentadores y no tenemos datos para recomendar mantener su

implementacion.

Otra cuestion y no menos importante a tener en cuenta, es el coste
sanitario derivado de estas practicas y la carga asistencial que ello conlleva
para la mayoria de los profesionales sanitarios implicados. En cualquier caso la
rentabilidad de la implementacion de cualquier programa de cribado antes de
concluir su éxito va de la mano de implementarse en centros de referencia
donde el personal esté cualificado, entrenado e involucrado en el diagnéstico y

tratamiento de la enfermedad.

Existen datos contradictorios en cuanto al coste-efectividad del cribado
en funcién de los paises que publiquen sus datos, en Estado Unidos sugieren
que el cribado es casi siempre rentable, mientras que en el Reino Unido
sugieren que es poco probable que el cribado sea rentable. La incertidumbre
se debe principalmente a la escasez de datos epidemiologicos, al
desconocimiento de la historia natural de la enfermedad a largo plazo, falta de
disponibilidad de datos de calidad de vida, una informacién de uso de recursos
apropiada y la disponibilidad de informacién sobre la adherencia al cribado
(121).

Nuestro protocolo clinico nos lleva a la conclusion de que no se
deberia recomendar de manera sistematica el cribado, al menos, tal y como se
esta llevando a cabo en la actualidad, debido a que existen cuestiones
pendientes de suma importancia a resolver acerca de su rentabilidad y
repercusion futura. Debemos dejar puertas abiertas a la investigacion acerca
de un problema de salud notable, creciente en las ultimas décadas y en este

sentido, la biologia molecular desempefa un papel fundamental.
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Los hombres que tienen sexo con hombres corren un alto riesgo de
tener cancer anal, la lesion intraepitelial escamosa de alto grado anal es su
precursor, por lo que las lineas de investigacion dirigidas a explorar el uso de
diferentes biomarcadores asociados con la infeccién generada por el virus del
papiloma humano (VPH) y la transformacion celular mediada por el mismo, son

las nuevas lineas a explorar.

En este sentido, en paises con una alta prevalencia de VIH entre HSH y
recursos limitados para la realizacion de AAR, se podria considerar el uso de
biomarcadores para identificar a las personas con alto riesgo de desarrollar
displasia de alto grado. EI ARNm de E6 / E7, el ADN del genotipo del VPH 16 y
/ 0 18 y la expresion de la proteina P16 son biomarcadores a tener en cuenta

en estudios futuros (122).
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11.CONCLUSIONES
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1. La citologia y la AAR presentan una baja sensibilidad y alta
especificidad. El genotipado (presencia de algun genotipo de alto riesgo para

VPH) presenta una alta sensibilidad y baja especificidad.

2. El rendimiento diagndstico, evaluado mediante el area bajo la curva, es
bajo para las 3 pruebas de screening y presenta diferencias significativas entre
ellas. La citologia es la prueba que presenta un rendimiento diagnodstico
significativamente mas bajo comparado con el genotipado de VPH que es el

que presenta mayor rendimiento diagndstico.

3. La combinacion de las pruebas de screening evaluadas en paralelo no
muestra una ganancia diagnéstica significativa en relacién a la aplicacion de

las pruebas de manera individual.

4. La combinacion de genotipado de alto riesgo con la AAR es la

combinacion que presenta una mayor sensibilidad y mayor VPN.

5. A la luz de nuestros resultados, los protocolos clinicos de cribado
utilizados en la actualidad deberian ser abandonados, ya que no existen
estudios que analicen las pruebas de cribado comparadas sistematicamente

con un standard.

6. El estudio de diversos biomarcadores tales como el ARN mensajero de
determinados genotipos del VPH y la tincion citologica de proteinas como la
P16ink4a y el Ki67 abren nuevas puertas a la investigacion para la deteccion

de lesiones preneoplasicas en el futuro.
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