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I. INTRODUCCION




I LA. EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

I ILA.1.  Estructura:

Etimoldgicamente, el significado del nombre del virus deriva del latin “papilla”,
vesicula, y del sufijo griego “-oma”, tumor. Tumor con forma de vesicula. La letra “H”
indica la especie del huésped. El término VPH hace referencia al Virus del Papiloma

Humano (1).

Figura 1. Estructura del Virus del papiloma
humano. Creada con el software GRASP,

Graphical Represent (1).

Los virus del papiloma humano (VPH) pertenecen a la familia Papillomaviridae (2, 3).
Son pequefios, con un diametro de 52 a 55 nandmetros y poseen 8.000 pares de bases
de DNA de doble cadena especifico de especie (4), ligadas a histonas y que estan

recubiertas por una cdpside proteica icosaédrica con 72 capsdmeros pentaméricos (5).

El genoma del VPH, de configuracidn episdémica o circular, esta dividido en tres
regiones: Regidon reguladora superior (Upstream regulatory region - URR), regién de

genes de transcripcion temprana (Early - E) y regidn tardia (Late - L).

|!



La URR es una region no codificante y responsable de la replicacion y de la
transcripcion del virus, manteniendo de esta manera un elevado nimero de copias
virales. Los genes responsables de la patogenicidad del VPH, también denominados
marcos abiertos de lectura (ORF, open reading frames) son las unidades especificas
donde actta la polimerasa de ARN (5, 6). Se encuentran solamente en las regiones
temprana y tardia. En la region temprana existen 6 ORF, denominados E1, E2, E4, E5,
E6 y E7. Se expresan en etapas precoces del ciclo vital del VPH y se encargan de
codificar las proteinas necesarias para la replicacién y el control de la transcripcion del
genoma viral. La regidén de genes de transcripcioén tardia contiene dos ORF, L1y L2, que
codifican proteinas meramente estructurales necesarias para el ensamblaje y sintesis

de la capside viral. Sin ésta, el VPH careceria de capacidad infectante (7-9) (Figura 2).

Kilobases

L2 o
E

4

E5

Figura 2. Estructura genética del VPH (10)

La proteina E2 es el principal regulador de la transcripcion del ADN del virus. La
integraciéon de los VPH AR en la célula huésped, altera esta proteina y como
consecuencia se pierde el control de la expresidon del VPH. Se ha demostrado que este
fendmeno es clave en la transformacién oncogénica celular y se trataria de un

marcador bioldgico de la progresiéon de la enfermedad (11).

Las proteinas E6 y E7 de los VPH AR se unen y bloguean a las proteinas p53 y Rb

(proteina del Retinoblastoma) de las células del huésped, encargadas de conducir a la



célula infectada a un proceso de apoptosis o0 muerte celular. De esta manera, el virus
escapa del mecanismo regulador celular y se inicia el proceso de transformacién

oncogénica celular.

El grado de expresion de E6 y E7 se correlaciona con el grado de displasia. Asi, se ha
visto que en las lesiones de bajo grado (LSIL), estas oncoproteinas se expresan a
niveles bajos en las células basales del epitelio, mientras que en las lesiones de alto

grado (HSIL) se expresan ampliamente a nivel de todo el epitelio (12).

Realmente es la integraciéon del ADN del VPH en el ADN celular del huésped el factor

determinante para que se inicie el proceso de oncogénesis (12).

I ILA.2. Clasificacion:

Los virus del papiloma humano se clasifican segun su grado de similitud en la region de
lectura abierta L1, en géneros (comparten menos de un 60% en comun) como el
género Alfa papiloma virus; especie (comparten entre un 60 y un 70% en comun),
como la especie 9 (que incluye al VPH 16); tipo (comparten entre un 71% y un 89% en
comun), como el VPH 16; subtipos (comparten entre un 90% y un 98%), como lo es en
la actualidad el VPH 55, subtipo del VPH 44 por tener un 95% en comun. A partir de
aqui los investigadores optan por emplear la variabilidad total del genoma para
diferenciar elementos. Variantes, también denominados linajes (cuando comparten
entre un 98% y un 99%), como por ejemplo la variante europea (E) del VPH 16 o el
linaje Al del VPH 58; sublinajes (cuando comparten mdas de un 99%), como por
ejemplo los sublinajes Al y A2 del VPH 35. Algunos autores denominan variantes a los
sublinajes, lo que puede generar cierta confusién como las variantes (sublinajes) Afla,

Aflb, Aflc, Afld y Afl que los son del Linaje Afl del VPH 16.

Durante mas de 30 afios las clasificaciones taxonédmicas de los VPH se basaron en
hibridaciones cruzadas y patrones de restricciéon. Tradicionalmente los virus del
papiloma humano se clasificaron en funcion de sus diferencias entre si. El mayor grado
de diferencia en el DNA establecia la diferencia entre tipos. Posteriormente, la
clasificacion se hizo mas selectiva y se basd en diferencias en los fragmentos L1, E6 y

E7. Las bases de la taxonomia actual se basan, desde el Papillomavirus Workshop en



Quebec en 1.995, en diferencias en la regidn abierta de lectura L1 (13). Es la que mejor
se conserva dentro del genoma y es por ello que, desde hace 20 afios se emplea para
clasificar a los virus del papiloma humano (13). La secuenciacion completa de un
candidato virico, junto con diferencias mayores de un 10% en la regién de lectura
abierta L1 del virus mas similar, son los requisitos exigibles para crear un nuevo tipo de
VPH. Diferencias entre un 2% y un 10% establecen un subtipo y cuando éstas son
menores de un 2% se trata de una variante (14), aunque muchos autores las
denominan linajes y consideran que en este grado de proximidad procederia mas

basarse en diferencias del genoma completo y no sélo en la regidn de lectura de L1.

Los tipos de VPH reciben denominaciéon numérica segun el orden de su descubrimiento

0, para ser mads exacto, de su publicacién (para evitar conflictos).

El virus debe ser clonado integramente para ser aceptado. Asi, el HPV 14 sélo fue
clonado parcialmente y no se ha vuelto a aislar, por lo que no se acepta su existencia
(13, 15). No obstante en la actualidad se acepta la secuenciacion parcial siempre que
los fragmentos puedan superponerse y acoplarse para formar un genoma completo,
en estos casos el nuevo tipo recibe la denominacion “HPV cand” seguido de un
numero. Los fragmentos suelen denominarse con una inicial ya sea del laboratorio o

descubridor (14).

Ya en el afio 1976 se conocian 83 tipos (16). Actualmente se han aislado mas de 200,
40 de ellos con predileccion por la zona anogenital. Hasta el aiio 2.003 no se cred una
clasificacion oficial, taxondmica, basada en secuencias de DNA (13). El analisis
exhaustivo de 96 VPH y otros 22 VP no humanos (animales) permitié su agrupacion en
grandes grupos, denominados en la actualidad géneros (17). Estos comparten menos
del 60% de la secuencia de nucleédtidos en el L1 ORF (fragmento de lectura abierta de
L1). A su vez estos géneros pueden dividirse en subgrupos denominados especies,
como por ejemplo los VPH 6, 11, 44 y 45, que ya comparten entre un 60 y un 70% de la
secuencia de DNA. A su vez los tipos de papilomas comparten entre un 71 y un 89% de
la secuencia de nucledtidos (3). Por ejemplo, dentro del género Alfa-papilomavirus, la
especie 7, del tipo de especie VPH 18 (X05015), incluye los tipos VPH 39, 45, 59, 68 y

candVPH 85, que se caracterizan por producir lesiones mucosas de alto riesgo. La



especie 9, dentro del mismo grupo de los Alfa-papilomavirus, con la especie tipo VPH
16, incluye los tipos VPH 31, 33, 35, 52, 58 y 67, que también produce lesiones

mucosas de alto riesgo (3) (Figura 3).

Con esta nueva clasificacion, virus del papiloma humano como el VPH 55 que comparte
un 95% de similitud con el VPH 44, se considera un subtipo del VPH 44. Lo mismo le
sucede al 64 que se considera ahora una variante del 34 y al 46 que lo es del 20. No
obstante dichos numeros, los 46, 55 y 64 permanecerdn vacantes para evitar

confusiones en un futuro.

De acuerdo con la International Agency for Research of Cancer (IARC), con el Working
Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, se cataloga a los VPH de la

region anogenital en funcidn de su capacidad oncogénica (18):

VPH de Bajo Riesgo: Denominados de este modo por el escaso potencial de provocar
cancer. Se incluyen: 6, 11, 32, 40, 42, 44, 54, 55, 61, 62, 64, 71, 72, 74, 81, 83, 84, 87,
89y 91. Los tipos 6 y 11 son los responsables del 90% de las verrugas genitales, y de la

mayoria de la papilomatosis respiratoria recurrente (19).
VPH de Alto Riesgo oncogénico:

. Grupo 1: Son carcinogénicos para el ser humano. Son los tipos: 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 y 59.

. Grupo 2A: Probablemente carcinogénico para el ser humano: VPH 68.

. Grupo 2B: Posiblemente carcinogénicos para el ser humano: 26, 53, 66, 67, 70,
73, 82. También se consideran 2B los VPH basados en su analogia filogénica con virus
oncogénicos de suficiente o limitada evidencia en humanos: 30,34, 69, 85 y 97.

También los VPH 5 y VPH 8 en pacientes con epidermodisplasia verruciforme.

.Grupo 3: No clasificables como oncogénicos para el ser humano: 6 y 11.

Tampoco lo son los del género beta y gamma.

El gen L1 es el que ofrece menos variabilidad de los genes del VPH. De Villiers sostiene

que esa variabilidad representa la evolucion en el tiempo (la filogenia) del VPH,



habiendo propuesto un modelo filogenético que podria explicar las diferencias clinicas
de los diversos VPH. Los VPH se agrupan en géneros: los alfapapillomavirus, de gran
importancia clinica, pues agrupan a los virus asociados con lesiones mucosas, genitales
y no genitales, y los beta, gamma y mu papilomavirus, que agrupan a los VPH

asociados a lesiones cutaneas, benignas y malignas.
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Figura 3. Clasificacion taxonédmica del HPV en base a proximidad genética en el gen L1. Reproduciria,

de acuerdo con de Villiers la evolucion del VPH (13)

No existe una clasificacion universalmente aceptada de los virus del papiloma humano
por debajo del nivel de especie. Ni siquiera los tipos, ni su clasificacién numérica estan
reconocidos por el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV), que a su vez se
basa en las recomendaciones del grupo de estudio de los papilomas (20), por lo que no

existe un sistema de clasificacion estandarizado universal. La comunidad cientifica



emplea una nomenclatura que se ha ido estandarizando, aunque sin el aval de

Sociedades cientificas.

Los tipos de VPH presentan una gran variabilidad geografica, siendo mayor la
variabilidad entre diferentes areas geograficas que dentro de las 4reas geograficas en
si. Para algunos autores esta diversificacién se explicaria por migraciones humanas y
largas permanencias en determinadas zonas que permitirian la aparicion de
variaciones menores, representando la propia evolucidn de la especie humana (6, 21,
22). Antigliedad estimada en unos 240.000 a 24.000.000 de anos del VPH (21). Existe
evidencia de mayor patogenicidad de ciertas variantes respecto de otras y existe un
esfuerzo en marcha para tratar de clasificar las diversas variantes para conseguir
unificar criterios. Hay una tendencia creciente a emplear el término linaje para
representar grupos de VPH muy similares entre si para diferenciarlos de otros. Estas
diferencias se van a manifestar en forma de mayores persistencias viricas o mayor
patogenicidad. No es necesario enfatizar la importancia de identificar las variantes con

mayor poder oncogénico.

Los diferentes tipos de VPH se van a agrupar en variantes. Aquéllos mas parecidos
entres si, los que tienen menos de un 1% de diferencia en la secuencia completa del
genoma, van a pertenecer a un determinado linaje (23). De este modo, si difiere en
mas de un 1%, el VPH pertenecerd a otro linaje. El modelo de cada linaje (el primero
descrito) se denomina A. Si un nuevo VPH varia en menos de un 1% pertenecera al
mismo linaje y si tiene mas de un 1 y menos de un 2% pertenecera a otro linaje. Si no
existiese ningun otro linaje parecido se definird un nuevo linaje y recibiria la
denominacién de B. Si un grupo identifica dos nuevos linajes simultaneamente se le
denominan con un numero arabigo después de la letra. Chen incluye también

subvariantes como aquellas que se diferencian entre un 0,5 y un 1%. (Figura 4).
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Figura 4. Variantes VPH (Alfa-9 virus: Linajes y sublinajes) (20)

Puede verse las variantes del género 9 de los alfavirus. La subvariante A2 del VPH 35 se

encuentra muy proxima al VPH 16 de referencia (al que se emplea de modelo para el

grupo).

El VPH 16 incluye las variantes AA (Asiatico-Americana); Afl (Africana 1); Af2 (Africana

2); E (Europea); NA1 (Norteamericana) y As (Asidtica).

Las mutaciones en el oncogen E6 de los VPH 16 otorgan diferentes propiedades
patogénicas a éstos. Estas mutaciones son mas recientes filogenéticamente que las
gue afectan a L1, y reflejan mayor o menor patogenicidad de las subvariantes. En
concreto, la variante europea mas frecuente del VPH 16 es la 350G (denominada
E350G o también VPH16 EUR350G), en la que el nucledtido 350, timidina, es sustituido
por una citosina, lo que condiciona un cambio en la oncoproteina E6 en la leucina en la
posicién 83 por valina. La segunda variante mas frecuente es la VPH16 EUR350T, en la

gue el nucledtido en 350 es Timidina.



I I.A.3 Ciclo viral infeccioso.

El 90 % de los cadnceres de cuello uterino se localizan en la unién escamo-columnar,

zona mas susceptible a la infeccidn por el VPH (24, 25).

El epitelio escamoso del cérvix, ano y bucofaringe es poliestratificado y son las células
de la capa basal las Unicas con capacidad mitdtica. Cada célula se divide en dos
idénticas; una de ella termina su maduracién en la parte superior del epitelio y la otra
gueda en el estrato inferior, como célula de reserva. El VPH tiene una forma exclusiva
de infeccidn selectiva de las células basales que no se ha observado en ninguin otro

tipo de virus (26).

La infeccion por el VPH supone un proceso altamente especializado que va a ser capaz
de evadir al sistema inmune del huésped, debido a la limitacién de su expansion al
epitelio superficial, ahi donde no llegan ni los linfocitos ni los macréfagos. Su
mecanismo de accidn va a estar metddicamente estratificado con un Unico objetivo:
conservar la maquinaria celular precisa para su replicacién masiva. Para ello, en una
primera fase los oncogenes tempranos actuan desde la capa basal para mantener la
actividad nuclear, evadiendo la muerte celular. Puede apreciarse en el modelo de

Stanley (27) expuesto en las monografias del National Cancer Institute .

En el primer paso de la infeccion del virus, a través de microtraumatismos del epitelio,
o en epitelios que ya son delgados e inmaduros, como la zona de transformacion,
entra en contacto con las células basales y la proteina L1 del VPH se une a su receptor
especifico de la membrana basal, lo cual induce un cambio en la conformacién de la
estructura de la capside viral que expone las proteinas L2 (28, 29). Una vez unido a su
receptor, las enzimas locales fragmentan la proteina L2 ahora expuesta de la cubierta
viral. Ello favorece la exposicién de una parte de las moléculas L1 (antes oculta) y la
consiguiente unidon a un receptor en la membrana basal del epitelio de reciente
formacidn. En esta etapa el virus sdlo infecta las capas metabdlicamente activas de la
membrana basal del epitelio (29). Las cdpsides del virus, a través de un receptor
especifico del queratinocito, penetran en las células huésped. Una vez dentro, el

genoma viral se introduce en el nucleo y se establece una infeccidn episémica, en



forma de un reducido nimero de plasmidos nucleares con el genoma viral (18). Es
decir, las células comienzan a replicar el ADN del virus como un elemento
extracromosdmico autorreplicativo que no se integra en el genoma humano (ADN no
integrado). En esta fase solo se expresan los genes tempranos. Esta primera etapa, de
incubacidn, tiene una duracién de 6 semanas a 8 meses y se conoce como fase “no

productiva de la infeccion” (18).

La siguiente etapa en el proceso de la infeccion viral es el estatus mantenido de la
infeccion no productiva: Uno de los pilares de la oncogénesis es la persistencia del VPH
durante largo tiempo (18). Podria ser que el ADN del virus se mantuviera inactivo
dentro de las células (30). La denominada “fase de latencia” viral sdlo indica que el
virus no puede detectarse ni mediante medios moleculares ni citolégicos (26). Aunque
no se haya encontrado ninguna evidencia directa de la existencia de esta fase, ciertas
observaciones clinicas sugieren que se pueda producir: Se ha identificado ADN del VPH
en epitelios de cérvix de aspecto normal que con los afios pueden desarrollar lesiones
de alto grado; existe evidencia de que mujeres que en el estado intergenésico carecen
de evidencia clinica o citoldgica de infeccidon por el VPH, la pueden desarrollar durante
el estado relativamente inmunosuprimido del embarazo para, posteriormente
desaparecer (31). También es conocido que las mujeres inmunodeprimidas, ya sea por
trasplante renal o por VIH, tienen una incidencia elevada de CIN y cancer cervical. Por
ultimo, se sabe que mujeres tratadas por lesiones del papiloma con persistencia del
virus pese a ausencia de hallazgos de citoldgicos, colposcdpicos e histoldgicos, tienen

mayor probabilidad de recurrencia que en aquéllas en las que no se detecta (32, 33).

Cuando se produce la replicacién viral independientemente de la sintesis del ADN
cromosémico del huésped, se inicia la infeccion productiva del virus. Para ello es
necesaria la maduracion del epitelio escamoso como sustrato (34). En ausencia de
infeccion, la maduracién tiene lugar mediante la migracion de las células basales hacia
la superficie del epitelio junto con la detencion del ciclo celular. En la infeccidn viral
productiva se produce también la maduracion y diferenciacién celular, pero la
replicacion de las células no se detiene por la inactivacion que produce el virus de los

inhibidores del ciclo celular p21y p27 (35).



Se desconoce cudles son exactamente los factores que determinan la expresion viral,
aunque es clave la interrelacién compleja entre el huésped, el virus y factores

ambientales (36).

En las células basales del epitelio, el ADN del virus presenta escaso nimero de copias.
Sin embargo, una vez que tiene lugar la infeccién viral productiva, se generan entre 50
y 100 genomas virales por célula (37). En la replicacién del VPH estan implicadas las
proteinas E1 y E2 (38). En modelos in vitro, la célula epitelial migra a un estrato
superficial y se diferencia, mientras que la otra célula resultante de la divisién y que
gueda en la regidon basal, va aportando ADN viral renovable. Cuando la célula huésped
infectada detiene su proliferacion y comienza a diferenciarse en un queratinocito
maduro, constituye una sefial al virus para activar todos sus genes e incrementar la

copia del genoma viral al orden de miles de copias (27).

Las células que estan infectadas por el VPH siguen replicindose gracias a las
oncoproteinas E6 y E7 (39, 40). En el caso de malignidad incipiente, el control de la
expresion de E6 y E7 se pierde, quedando desregulada la expresidon génica celular. En
el sustrato superior del epitelio todos los genes virales, incluyendo aquéllos que
codifican la proteina L1 y L2 se expresan. Los genes E4 y L1, que solamente se
expresan en el epitelio de superficie maduro, son los encargados de la produccién de

la capside y el ensamblaje del viridén (27).

En la ultima etapa del ciclo del VPH, se generan nuevas particulas virales que se liberan

y salen de las células escamosas diferenciadas gracias a la accién de la proteina E4 (38).

La acumulacién de las oncoproteinas y de viriones completos de VPH en las capas
superiores del epitelio infectado, producen los efectos citopaticos del virus, como
agrandamiento nuclear leve, a veces nucleos dobles y halos citoplasmaticos

perinucleares (coilocitos) (26).

El tiempo que transcurre desde la infeccion hasta la generacion de virus infeccioso es
como minimo de tres meses. En consecuencia, el VPH tiene un ciclo infeccioso muy

largo, no tiene fase sanguinea y no ocasiona la muerte celular (27).

|L
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Figura 5. Ciclo viral infeccioso de acuerdo con Stanley (27). Estrategia de la infeccidn.

En aquellos casos en los que la infeccidon consigue ser erradicada por el sistema inmune
del huésped en un periodo corto de tiempo, el riesgo de progresidon a cdncer es
practicamente nulo (41). La infeccidn persistente por el VPH, facilitada por la evasién
viral del sistema inmune, desempefia un papel clave en la carcinogénesis del cadncer de
cuello uterino (42, 43). Por suerte, la mayoria de las infecciones por el VPH son
transitorias, con una media de 9 meses y en el 91 % de casos con un plazo maximo de

deteccién de dos afios (44).

En un momento determinado, y sin conocer con exactitud a qué es debido, una
infeccidn productiva puede convertirse en infeccién con capacidad de transformacién
en un proceso oncogénico. En este proceso, se inhibe la expresion de los genes tardios
y el ensamblaje del virién y los genes E6 y E7 se sobreexpresan y como consecuencia se
produce una alteracion de los reguladores del ciclo celular y de los mecanismos de
reparacion del ADN. A nivel histologico se traduce en un engrosamiento del epitelio
por células inmaduras que expresan los genes E6 y E7 y otros genes de la célula

huésped que inducen el ciclo celular (45).

Se desconoce si alguna de las infecciones por el VPH posee capacidad transformadora

desde su inicio, con rdpida progresion a carcinoma. Steenbergen et al (45), postulan

f 6—12,weeks



gue el origen de una infeccién productiva podria ser distinto al de una infeccién con
capacidad de transformacion, y no ser un proceso secuencial. En el segundo caso, la
célula diana es la de la unién escamo-columnar (25), mientras que se sugiere que la
infeccion productiva se originaria en la célula basal del epitelio escamoso que tapiza la

zona de transformacion o el ectocérvix circundante (46).

II.A.4. Mecanismos de carcinogénesis del VPH.

Una vez que las células son infectadas por el VPH, comienza la replicacion del virus
gracias a factores de transcripcion de la célula huésped y a la proteina E1 viral. E7 se
une a la proteina retinoblastoma, dejando libre al factor de transcripcion E2F, lo que
permite la activacién de genes que aumentan la proliferacion celular. La oncoproteina
E6 es capaz de inducir la ubicuitizacidn y posterior degradacidn de p53, lo que conlleva
la disminucion de la apoptosis mediada por p53. E2 regula la transcripcion de las
oncoproteinas E6 y E7. La proteina E5 aumenta la accidn de las kinasas celulares, lo
gue promueve la proliferacion y disminuye la diferenciacién celular. E4 ayuda al
ensamblaje de las proteinas de la capside viral L1 y L2 para la construccion de la

capside viral.

Los VPH inducen la sintesis de DNA en las células huésped para la replicacion del DNA
viral, por la interaccion de la proteina E7, que interfiere en la funcién de los miembros
de la familia de genes del retinoblastoma (pRb) del huésped. En condiciones
fisioldgicas, la pRb detiene la transicidon de la fase G1 a la fase S del ciclo de la célula,
evitando la proliferaciéon celular (47). La expresion mantenida de las proteinas
oncogénicas E5, E6 y E7 de los VPH AR neutralizan los reguladores del ciclo celular
encargados de inhibir la proliferaciéon maligna (5, 38, 48). La E5 puede tener varias
funciones de transformacidn, incluida una participacidon en la transduccidon de seiial
relacionada con el factor de crecimiento epidérmico (en inglés, EGF) y en la
interrupcion de la comunicacién intercelular, que con frecuencia se observa en las
células transformadas (37, 38). En modelos experimentales se ha confirmado la
contribucién de E5 al proceso de transformacion neoplasica (49, 50). Puesto que la

expresion de E5 se pierde con la integracién del ADN del virus en el genoma de la



célula huésped con transformacion neopldsica, no es necesario para el mantenimiento

del fenotipo transformado.

Las proteinas E6 y E7 poseen, cada una, efectos individuales sobre la proliferacién
celular y la transformacion neoplasica (4, 37, 38). La transicion de infeccion viral aguda
a infeccidn persistente con capacidad de transformacién neopldsica se caracteriza por

un incremento de la actividad de E6 y E7 en las células basales.

La proteina E7 interacciona con la proteina producida por la familia de la proteina del
retinoblastoma (pRb) de genes del huésped encargados de ordenar la destruccién
celular. Esta proteina supresora tumoral es un regulador esencial de la fase de sintesis
de DNA de la divisidn celular (37). En ausencia de infeccion viral, las células epiteliales
se retiran de la replicacidn celular, ya que sélo pueden replicarse las células basales.
Por ello, para que el VPH induzca la proliferacidn epitelial, es requisito indispensable la
supresion de la proteina Rb (38). Otra funcién de la proteina E7 seria la inactivacion de
los inhibidores de cinasa dependientes de la ciclina, p21 y p27, que son importantes

para detener la proliferacién celular (38).

En resumen, la oncoproteina E7 se confirma como uno de los factores mas relevantes
de la transformacién celular (51) y participa en el proceso oncogénico mediante
distintas acciones: eludir los controles de revisidn del ciclo celular, regular la expresién
de las proteinas celulares, desregular el metabolismo celular de los hidratos de

carbono y regular la apoptosis (37).

El gen p53 interviene en el proceso de muerte celular y en la regulacién del ciclo de la
célula. Ante un dafio en el ADN, la p53 detiene el ciclo celular en el paso de G1 a S para
intentar reparar el dafo. Si no consigue su objetivo de reparacion, del material
genético, la p53 dirige a la célula hacia la apoptosis como ultimo mecanismo de
proteccion (activa la expresion de genes proapoptosis), evitando la proliferaciéon de

células dafiadas (52, 53) (Figura 6).
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Figura 6. Mecanismo oncogénico de las proteinas del VPH (54).

La oncoproteina E6 es necesaria para que se active la oncogenia, mediante la
inactivacion del gen supresor tumoral p53, con el consiguiente bloqueo de la apoptosis
normal, la subsiguiente replicacion del ADN dafado y una supervivencia celular

prolongada (52, 53, 55).

El objetivo principal del oncogen E6 es la proteina supresora tumoral p53, como hemos
comentado. La uniéon del E6 a la p53 esta mediada por una proteina celular, la proteina
asociada E6 (E6AP). En presencia de E6, la E6GAP (proteina asociada a E6) cataliza la
ubicuitizacién y proteolisis de la p53. La E6AP es una ubicuitina protein ligasa
dependiente del oncogen E3 y no interactua con el p53 en ausencia de la proteina E6.
La ubicuitizacién es un proceso presente en la inmensa mayoria de las células
eucariotas y consiste en marcar proteinas para su reciclaje. La pagina web de la
Institucion Nobel, que premid a sus descubridores con el Nobel de Quimica en el afio
2.004, la denomina “el beso de la muerte”, ya que marca a las proteinas que van a ser
degradadas por las propias proteasas celulares. El VPH es capaz de mimetizar los
procesos naturales de apoptosis para selectivamente “marcar” al p53 y conducirlo a su

destruccién, aprovechando para ello los propios recursos de la célula huésped.



Pero este mecanismo no es suficiente por si mismo para la transformacién neoplasica,
y hacen falta otras alteraciones citogenéticas. Otra funcién de la E6, que es
independiente de la supresién de p53, es activar la telomerasa, lo cual favorece un
estado persistente activo y contribuye a la inmortalizacién celular al mantener la
longitud del teldmero y aumentar el nimero de divisiones celulares (56). Se ha
encontrado mayor expresion de telomerasa en tejidos infectados por VPH 16 y 18 que
expresan la E6. La expresidon de telomerasa es significativamente mayor en los
canceres de cuello uterino (85%) y en las CIN 2 y 3 (61%), que en las CIN 1 (10%), o en

histologias normales (7%) (37).

La E6 posee también capacidad para interactuar con quinasas que aumentarian la
actividad mitdtica o degradarian complejos proteicos que, en condiciones normales,
regularian el crecimiento, la polaridad y la adhesién celular y que se localizan en zonas
de contacto de célula con célula. Todo ello conllevaria a la desregulacion de la
organizacién, diferenciaciéon y la integridad cromosdmica de las células infectadas por

el VPH.

Las proteinas E6 y E7 también son capaces de inducir inestabilidad del genoma en las
células del huésped, E6 mediante amplificaciones genéticas y deleciones y E7 al
promover la aneuploidia (57). Esta inestabilidad contribuye a la acumulacién de
aberraciones en el genoma de la célula huésped, que pueden ser adquiridas tanto
genéticamente como por epigenética (58). Las proteinas E6 y E7 forman complejos con
otras proteinas celulares, contribuyendo también de esta manera al proceso de

oncogénesis. Alguna de las interacciones producen remodelacién de la cromatina (59).

Tanto E6 como E7 modulan las vias de metilacion del ADN, lo que repercute en la
expresion de genes celulares y virales (60, 61). Otro mecanismo de oncogénesis es la

modulacion de los micro ARN (miARN) de la célula epitelial infectada (62-64).

En el cuadro 1 se muestra la funcion resumida de las oncoproteinas de los VPH (14).



Cuadro 1. Funciones de las oncoproteinas (14).

Proteina Funcion

El Adenosin trifosfatasa (ATPasa) y DNA helicasa, reconoce y liga al origen viral de la
replicacién como un complejo hexamérico; necesario para la replicacién del DNA viral.

E2 Es el principal regulador de la transcripcion viral; se une al promotor transcripcional como
un dimero; estd involucrado en la replicacién del DNA viral; interacciona y recluta a E1

E4 Actua tardiamente en el ciclo viral; interactia con el citoesqueleto de queratina y con los
filamentos intermedios; Se une al dominio nuclear 10; induce parada nuclear en fase G2;
Se cree que facilita el proceso de ensamblaje y liberacién del virus.

E5 Induce proliferacién celular no programada; interactia con las subunidades c de 16K de la
ATPasa vacuolar; puede activar a los receptores de crecimiento celular y a otras protein-
quinasas; inhibe la apoptosis; inhibe el trafico de los complejos de histocompatibilidad a
la superficie celular.

E6 Induce la sintesis de DNA; induce la telomerasa; previene la diferenciacién celular;
interactia con 4 clases de proteinas celulares: co-activadores transcriptacionales,
proteinas involucradas en la polaridad y motilidad celular, supresores tumorales e
inductores de la apoptosis, primariamente p53, asi como factores de reparacion de DNA y
reparacion.

E7 Induce proliferacion celular no programada; interactua con la histona acetil 1 transferasa;
interactia con reguladores supresores del ciclo celular y supresores tumorales,
primariamente p 105Rb

L1 Proteina viral estructural mayor; se ensambla en capsémeros y capsides; interactia con
L2; interactua con receptores celulares; codifica epitopes neutralizantes.

L2 Proteina viral estructural menor; interactia con el DNA; interacttda con el dominio nuclear
10s; se cree que facilita el ensamblaje viral; puede interactuar con receptores celulares;

codifica epitopes neutralizantes virales lineales

ILA.5. Papel del VPH en la carcinogénesis del tracto
génito-anal

Se ha establecido bien la asociacion entre el riesgo de CIN 3 y de cdncer de cuello
uterino y el VPH (19, 65-67), asi como con otras neoplasias del tracto genital inferior

(vulva, vagina, ano y pene) (68, 69) y de cavidad orofaringea, laringe y eséfago (70-73).



En la década de los setenta, el cientifico aleman Harald zur Hausen (74) estudid la
etiopatogenia del cancer de cuello uterino mediante métodos de biologia molecular e
identificd varios tipos de VPH en todos los casos. La conclusién a la que llegd fue que

dicho cancer era consecuencia de la infeccidén de transmision sexual por VPH.

También a principios de 1.976, Meisels y Fortin (75) aislaron el virus en células de

muestras de cérvix con lesiones precursoras del cancer de cuello uterino.

En la década de los 80 se aislaron los primeros tipos de VPH en biopsias con cancer de
cuello uterino, gracias al desarrollo de técnicas moleculares. En 1.983, Durst et al (76)
publicaron que el VPH 16 podria tener una fuerte asociacion con el desarrollo del

cancer cervical.

De nuevo, Zur Hausen (77, 78), mediante la identificacidn, clonacion y la secuenciacién
de los dos VPH de alto riesgo mas importantes, el 16 y el 18 en muestras de cancer de
cuello uterino, demostré la fuerte asociacién entre la infeccion del virus y dicho
carcinoma. Este trabajo pionero que confirmd la participaciéon del VPH en Ia
etiopatogenia del cancer de cuello uterino le valié al doctor zur Hausen el premio

Nobel de Fisiologia y Medicina de 2.008.

Publicaciones posteriores también consiguieron demostrar la relacion del VPH como
agente etiopatogénico en otros cdnceres del tracto génito-anal, ademas del de cuello
uterino, tal como vagina, vulva, ano, region perianal y pene, asi como de la cavidad

oral y del area orofaringea (amigdalas y area rino-sinusal) (68, 69, 79, 80).

I I.LA.6. Epidemiologia.

Se sabe que la via de transmisidon del virus es predominantemente sexual. Hay
publicados estudios que asi lo demuestran cuando, tras valorar grandes grupos de
mujeres virgenes y hacerles seguimiento, comprobaron que sélo aquellas que
perdieron la virginidad dieron positivas para ADN del VPH en el cérvix (44, 81, 82). La
infeccidn por el VPH se adquiere en los primeros afios tras el inicio de las relaciones
sexuales. Winer (83), en un estudio prospectivo realizado sobre una poblacidon de

estudiantes universitarias sexualmente activas, describid que el 30 % de éstas fueron



positivas para ADN del VPH a los 12 meses del inicio de las relaciones, y el 48% a los 48
meses. Ho et al (84) publicaron una incidencia de infeccién por VPH del 43% a los 36
meses del inicio de la actividad sexual. El grupo de Franco (85) encontré una incidencia
del 18% de infeccion tras el primer coito. Otras publicaciones (86) también ratifican

que la principal via de entrada de la infeccion anogenital por VPH es la relacidn sexual.

La infeccidén por el VPH es la enfermedad de transmisién sexual mas frecuente (87).
Hasta un 70 % de los individuos llegaran a presentar algun episodio de infeccidon por
VPH a lo largo de su vida (88, 89). Tanto la incidencia como la prevalencia aumentan
con la actividad sexual. La prevalencia mundial de infeccion por VPH, en un meta-
analisis de mas de un milléon de mujeres, es de un 11,7% (1C95%: 11,6-11,7) (90). La
prevalencia de infecciones subclinicas es mayor en edades de mayor actividad sexual.
Es maxima en la segunda década de la vida (se estima entre un 20 y un 40%),
disminuye en la tercera y se estabiliza a partir de los 35 afios (5%) (91). En EEUU se
calcula que unos 20 millones de personas en algin momento de su vida se infectaran

por el VPH y podran transmitirlo (92).

La inmensa mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y autolimitadas y se
curan en los dos primeros afios tras la exposicion al virus (44, 93). La duracion media
de la infeccién por el VPH-AR es de 8-10 meses (94-96). Moscicki (97), en un estudio
realizado en mujeres jovenes con citologia cuyo resultado era una lesidn intraepitelial
de bajo grado, describid un aclaramiento del virus del 91% a los 36 meses de

seguimiento.

El 16 y el 18 son los responsables de mas del 75% de todos los carcinomas de cuello
uterino y de la neoplasia intracervical (CIN) y vulvar (98). EIl VPH 16 es el mas
prevalente y persistente (86), con una tasa acumulada de infeccion del 10,4% a los 24
meses, frente al 4,1% para otros VPH (83, 99). El grupo de Rositch (96), publicé en
2.013 una revisidn y un metaanalisis a nivel mundial sobre las tasas de persistencia de
la infeccidén por el VPH. Obtuvieron datos de 100.000 mujeres a partir de 86 estudios.
La persistencia varié notablemente en funcién del area geografica estudiada y del tipo
de VPH, siendo los mas persistentes el 16, 31, 33 y 52. La media de deteccién de los

VPH de alto riesgo fue de 9,3 meses (12,4 y 9,8 meses de persistencia para el 16 y el



18 respectivamente). De las mujeres con VPH AR vy citologia normal, la media de VPH
AR fue de 10,9 meses. Los autores llegaron a la conclusidon de que aproximadamente el
50% de las infecciones por VPH persistian entre 6 y 12 meses. Molano et al (100)
publicaron, tras un seguimiento a 227 mujeres colombianas, desde 1.993 a 2.000, con
citologia normal y VPH positivo, que el 23% de las infecciones estaban presentes al
afo, y solo el 7% a los 5 afios. Segun Castle et al (101), tras un primer pico de
prevalencia de infeccién por VPH en mujeres jévenes, se producia un segundo en
pacientes mayores de 55 afos, presumiblemente por tratarse de infecciones de larga

duracion, sin que la infeccion se haya aclarado.

El VPH es condicion necesaria para el desarrollo de lesiones anogenitales (102),
aungue no suficiente. Es la persistencia de la infeccidon por el VPH AR el principal factor
de riesgo de desarrollar lesion (96). Si consiguiésemos prevenir la infeccion, se podria
evitar el desarrollo de procesos oncogénicos. En este sentido, es importante la
identificacion de los factores de riesgo que favorecerian la transmisién por VPH, asi
como la persistencia de la misma, lo que comportaria el desarrollo y progresion hacia

una lesidon precancerigena.

La actividad sexual es el factor de riesgo mas importante para la infeccion por VPH:
numero de parejas sexuales de la mujer y de su compafiero, edad temprana de inicio
del primer coito y el tiempo entre compafieros sexuales. La infeccion es mas frecuente
en mujeres que han tenido multiples parejas sexuales (103). Estd demostrado que el
uso constante del preservativo reduce el riesgo de transmisidn, aunque no lo elimina
completamente (104) y tampoco parece que esta practica reduzca el riesgo de cancer

invasor de cuello uterino (104, 105).

Pero ademas, aunque en un porcentaje raro, el VPH puede ser transmitido a través del

contacto digital-genital y genital-oral (83) .

EL VPH se transmite por contacto de mucosa con mucosa o de piel con piel (86, 106).
Tanto el cuello uterino como el canal anal poseen un epitelio con unién
escamocilindrica y son las dos zonas mas susceptibles de infeccion y consiguiente
riesgo potencial de transformacion oncogénica. El virus infecta las células germinales

de la capa basal del epitelio a partir de contacto directo, o de lesiones en la mucosa



(28, 107). Se desconoce por qué los carcinomas de cérvix y de ano se originan en la
union escamo-columnar, y no se ha podido demostrar en modelos de carcinogénesis in

vivo (108).

II.A.7. Factores de progresion e invasion:

No todas las mujeres con infeccién por VPH desarrollaran cancer de cuello de utero.

Aproximadamente la progresion se realizara en tan sélo un 10 a 20% de ellas (6, 109).

LLA.7.1 Factores de progresion.

| I.LA.7.1.1 Factores viricos:

A. Genotipo viral:

El riesgo de progresién a lesion de alto grado o a cancer de cuello uterino varia en
funcién del tipo de virus. Como ya se ha citado previamente, este riesgo es mayor para
los VPH 16y 18 (98, 99), y entre el 10 y el 25% de las mujeres infectadas por estos dos
tipos presentaran una displasia de alto grado a los tres anos, frente al 3% de aquéllas
infectadas por otros VPH AR (99, 110). En la gran encuesta a nivel mundial de Sanjosé
et al (111), donde estudiaron el tipaje viral de 10.575 casos de cdncer de cuello uterino
con confirmacion histolégica, se observd que el VPH 16 fue el mas prevalente,

aislandose en el 61% de los casos. A continuacion, el 18 (10%) y el 45 (6%).

B. Variantes del VPH:

Schiffman et al (23), estudiando a 10.049 mujeres del grupo cohorte de Guanacaste,
pudieron comprobar que las variantes del VPH 16 de linaje no europeo de su grupo, la
Asiatico-americana y las dos africanas (africana 1 y africana 2), presentaban un riesgo
de desarrollar cancer 6,3 veces mas elevado que la variante europea (razén de
probabilidad con un intervalo de confianza de un 95% de 1,6 a 24,6); en la misma
publicacidn, en otro grupo de canceres de cérvix fuera de la cohorte de randomizacién
también encontraron un riesgo 5,25 veces mayor (IC95%: 1,4-19,6). También el grupo
no europeo presentd un riesgo de persistencia superior a los dos anos mayor que el

grupo europeo, 2,6 veces mayor (razén de probabilidad con IC95% de 1,2 a 5,7). En

M
I



este mismo trabajo encontraron una importante diferencia en la oncogenicidad entre
variantes del VPH 35 (muy relacionado filogenéticamente con el VPH 16) con una razén
de probabilidad del Al respecto del A2 para CIN3 de 6,2 y para persistencia a largo
plazo de 3,7.

Por otra parte, se ha visto que la variante europea del VPH 16 se encuentra en los

carcinomas escamosos, pero no en los adenocarcinomas de cuello uterino (112).

Se ha estudiado el riesgo oncogénico de variantes de otros VPH distintos del 16 y 18. Xi
y colaboradores (113) analizando 4.591 infecciones calcularon la razéon de probabilidad
para las variantes de mayor riesgo de los VPH 31 (A y B comparados con C); VPH 33 (Al
respecto de las variantes B); VPH 45 (A3 o B2 respecto de las variantes B1); VPH 56 (B
comparado con variantes A2) y VPH 58 (A1 o A3 comparado con las variantes C). Los
autores apreciaron que en los grupos de mas alto riesgo, de modo conjunto, el riesgo

de CIN2/3 era de 2,0 veces mayor que en los de bajo riesgo (1C95%: 1,5-2,6).

El VPH 58 ha sido menos estudiado que el VPH 16 y VPH 18. Esta presente en un mayor
porcentaje de canceres en Asia que en otras regiones del mundo, en un 3,3% de los
canceres de cérvix a nivel mundial y en un 5,6% de los canceres asiaticos. El grupo de
Chan, de Hong Kong (114) analizo la secuencia de 401 aislamientos de todo el mundo e
identificaron 4 variantes filogenéticas (agrupaciones) o linajes que denominaron A, B, C
y D. Siendo la variante A la mas frecuente. Dentro de este grupo, la variante Al, de
distribucién predominantemente asiatica, fue la que con mayor frecuencia se asocio a
cancer de cérvix. En el trabajo mencionado previamente de Xi y colaboradores
apreciaron que la razén de probabilidad para VPH 16 era similar a la de la variante Al
del VPH 58. Eso muestra lo que muchos autores sospechan, que VPH de riesgo
moderado pueden ser una coleccidon de linajes de muy bajo riesgo combinado con
linajes de elevada patogenicidad. De ahi que en un futuro no muy lejano el diagndstico
de los VPH de Alto riesgo pueda incluir no un tipo entero, sino un linaje determinado

de un tipo.

En la region anal se ha analizado del riesgo de desarrollo de AIN de variantes del VPH
16. Da Costa (115) ha encontrado que la variante G131 (el articulo es del afio 2.002 y

no incluye denominaciones mas modernas) presentaba un riesgo de NIA de alto grado



tres veces mas alto que el modelo prototipo. Cuando ya habia alteraciones citoldgicas,

el riesgo se disparaba hasta 7,2 (Razdn de probabilidad 95%: 0,89 a 58).

Existe amplia evidencia en la mayor patogenicidad de la variante 350T que la 350G. En
un estudio de seguimiento a mujeres danesas durante 11 afos, Gheit (116) aprecid
que un 23,7% de las infecciones por VPH 16 (la mayoria del linaje europeo con un
97,3%) persistieron mas de dos afios. El sublinaje EUR-350T fue el mas frecuente
(61,3%) y el EUR-350G le siguid (36,0%). A los dos afios persistia un 28,2% de los EUR-
350T y un 15,9% de los EUR-350G, (una razén de probabilidad de 2,16; 1C95%: 1,04-
4,25), por lo que la persistencia era casi del doble en los EUR-350T que en los EUR-
350G. Pese a todo el riesgo de progresion a CIN3+ una vez que persistio la infeccidon
era el mismo. Cornet et al (117) aprecian diferencias en la distribucién de los sublinajes
del VPH16-EUR. En concreto aprecia que el mds benigno, el HPV16 350G estaba
infrarrepresentado en los canceres de cérvix en Asia del Este, con una razén de
probabilidad de 0.02 frente al 350T (IC95%: 0,00 -0,37) y también en Europa Central y
Asia (razén de probabilidad 0.42; IC95%: 0,27-0,64). Peculiarmente era mas frecuente
en los canceres de América Central (razén de probabilidad 4,69; 1C95%: 2,07-10,66).

C. Carga viral:

Hay informacidn discordante sobre los efectos de la carga viral en la carcinogénesis del
VPH. En parte los procedimientos para su estimacidn no son equiparables. Con la
reaccion en cadena de la polimerasa se identifica el nimero de copias virales por
célula, mientras que con el método de captura hibrida se determina mediante técnicas
de luminiscencia la carga total sin poder ajustar la carga en funcién de la celularidad.
Los primeros se expresan en relacion a las células y el segundo como unidades por ml.
Con frecuencia la carga viral se expresa en forma logaritmica en forma de potencias de

10 (10, 100, 1.000, 10.000). Los resultados, por ello, no son superponibles.

Loricnz (118) no encontrd relacion entre carga viral y CIN en un amplio estudio de

cohorte con 20.810 mujeres seguidas durante 10 afios .

En una serie mas reducida, con 227 mujeres VPH negativas con citologias normales (de
una cohorte de 1.995 seguidas durante 7 anos) tampoco Molano (100) encontré que la

carga viral fuese de ayuda parar el aclaramiento del virus.



Por otra parte, autores como Moberg (119) si que encuentran relacién entre carga
viral en 2.747 citologias, con un riesgo elevado de neoplasia intraepitelial en los grupos
de mas alta carga, aunque sélo para el VPH 16, con una razén de probabilidad de 36,9
para el desarrollo de carcinoma “in situ” para el grupo de mas alta carga viral del VPH
16, sin apreciar ese efecto ni en los VPH 18 ni en los VPH 31, ni en los VPH 58 (3,2 para
el VPH 31y 2,6 para el 18/45).

Se ha llegado a evidenciar, incluso, un efecto sinérgico del consumo de alcohol con
elevada carga viral, en un grupo reducido, con razones de probabilidad a los dos afios

de seguimiento de 6,40 (IC95 %: 1,72-23,8) (120).

El HPV 16 parece ser el VPH con mas susceptibilidad a la patogenia con el aumento de
la carga viral. Se ha estimado la razén de probabilidad aumentada de CIN 3 para VPH
16 en 1,63 (IC95%: 1,33-1,99) por cada potencia de 10 de la carga viral (121).
Practicamente el mismo riesgo de progresién a CIN 3 para el VPH 16 se ha encontrado
en un reciente y amplio estudio dirigido por Thomsen (122) (33.288 mujeres seguidas
durante hasta 11,5 afios), de 1,34 (IC95%: 1,10-1,64) por cada potencia de 10. De este
modo llegd a estimar que el riesgo de desarrollar CIN3+ a los 8 afios en mujeres de
carga viral igual o mayor de 100,0 pg/ml era de un 30,2% (1C95%: 21,9-38,6%). Pese a
lo amplio de la poblacion estudiada no llegd a demostrar con suficiente poder

estadistico el efecto de la carga viral del VPH 18.

En Espafia, Ordi (123) aprecié una relacién directa entre gravedad y carga viral. Cargas
de mds de 100 unidades de luminiscencia (ULR - a través de captura hibrida) se
asociaron a lesion cervical en mas del 90% de casos. La asociacion fue practicamente
constante para valores superiores a las 1.000 unidades (ULR). Sus pacientes con cargas
menores de 10 Unidades (ULR) no tuvieron patologia. También advertia que una baja
carga viral no excluye patologia, hasta el 30% de los HSIL y el 46% de los canceres
tenian valores inferiores a 100 ULR. Se han encontrado valores inferiores a 10 ULR

hasta en el 15% de los carcinomas y hasta en el 8% de los HSIL.

Si bien la literatura parece mostrar una relacién entre carga viral y gravedad de las
lesiones, una baja carga viral no excluye patologia grave, por lo que su uso clinico

podria estar mas limitado al seguimiento que al diagndstico o cribado.



D. Persistencia de la infeccion:

La evolucion de la CIN3 a carcinoma cervical es bien conocida debido,
paraddjicamente, a las opiniones del Dr. Green, que pensaba lo contrario (que la
neoplasia intraepitelial y el cancer no estaban relacionados). Para verificar su hipdtesis
procedié a un seguimiento, sin tratar, a las pacientes con esta patologia (inicid el
estudio en 1965 en el Hospital General de mujeres de Aukland con el visto bueno del
Comité Médico del Hospital en 1966). Llegd a publicar varios articulos convencido de
sus resultados. En una revisiéon posterior de esos casos por McCredie (124) se
demostré que de 143 mujeres con CIN3 no tratadas por el Dr. Green, un 31,3% (IC95%
22,7-42,3) evolucionaron a cancer cervical a los 30 afios. La “persistencia” de la lesion
resulto ser critica, ya que las mujeres en las que persistio la lesién por mas de 2 anos

presentaron un riesgo de enfermedad invasiva de un 50,3% (IC95% 37,3-64,9).

Del estudio de los controles llevados a cabo en el estudio PATRICIA (125) se obtuvieron
valiosos resultados para interpretar la historia natural de la infeccién por el VPH. La
duracién de la infeccion fue un factor determinante para el desarrollo de displasia de
cérvix. Para aquellas de menos o mas de seis meses, las razones de probabilidad para
progresién a CIN1+ fueron de 2,48 a 4,25 respectivamente, para CIN2+ de 2,32 a 4,61
respectivamente y, por ultimo, para CIN3+ fueron de 5,29 para las de mas de seis
meses (los datos para los de menor duracién no fueron significativos). El riesgo de
progresion, en el brazo control del estudio PATRICIA, dependié también del tipo de
VPH, siendo mayor para los tipos 16 y 33, con una razén de probabilidad que superaba
25 en ambos casos. La progresion del tipo 18, paraddjicamente fue menor, como
maximo de un 4,45 para CIN3+, destacando los autores que el estudio
HERACLES/SCALE ha sugerido que las lesiones de alto grado de VPH 18 tienen mayor
probabilidad de progresiéon a cancer que cualquier otro VPH, siendo éste su
mecanismo de patogenicidad, mds que por una evolucion a través de lesiones

premalignas.

Sobre el aclaramiento del conjunto de VPH, el analisis de los controles del estudio
PATRICIA ha podido evidenciar tasas de aclaramiento a 12, 24, 36 y 48 meses de un

53%, 79%, 87% y 89% respectivamente, con mejorias marginales a partir de los 24



meses. Hay mejores tasas de curacion para solteras que para mujeres con pareja actual

o reciente.

Estd demostrado que la persistencia de la infeccidon disminuye la posibilidad de su
aclaramiento espontaneo y aumenta la de desarrollar una lesién CIN 2+ y de céancer de
cuello uterino (4). Esta persistencia es mayor en poblacién adulta respecto a las
jovenes, y probablemente sea debido a que en el primer grupo la infeccion sea de mas
tiempo de evolucion que en las jovenes, donde la inmensa mayoria de casos se trataria

de una adquisicidn reciente de la infeccion (126).

E. Integracion:

La integracién del genoma viral del VPH en el ADN de la célula huésped es clave en la
progresion a la neoplasia cervical. El ADN circular se va a romper en la regiéon de
lectura abierta de E2 (127), aunque también se ha encontrado en E1 o en ambos (128).
La cantidad de DNA integrado es muy variable, desde 1 a 2 copias por célula, en la
linea celular de cancer de cérvix “SiHa”, hasta las 600 copias integradas en cada célula
del virus VPH 16 en las lineas celulares “CaSki” (128). La rotura se produce en cualquier
cromosoma, excepto en los cromosomas 21 y X (129) y conlleva pérdida de
informacién genética tanto en el VPH como en el huésped, la integracién puede
aparecer en cualquier lugar de cualquier cromosoma, aunque Schmitz et al (130), han
descubierto que determinadas secuencias de ADN del huésped podrian interactuar
simultaneamente en E1 y en la unidn entre E5 y L1, con un 23% de integraciones
dentro de las regiones citogenéticas 4q13.3, 8q24.21, 13g22.1 y 17921.2 (130). El
resultado final es la sobreexpresion de E7 que aparece en concentraciones mas
elevadas que en la células que presentan DNA episdmico, asi mismo las primeras,
cuando son co-cultivadas con células con ADN episémico crecen en mayor numero,

evidenciando ventajas evolutivas (131).

La integracién va afectar al huésped, ya que la mayor parte de los genes de las zonas
de integracién estan relacionadas con desarrollo tumoral, algunos actuardn como
genes supresores (como miR-34a, MSH2, WWOX y TIMP3) u oncogenes (como ROCK2,
CD28, EBAGY y ANGPT1) (129).



Collins et al (11) han demostrado que la integracion se produce precozmente, ya desde
poco después del inicio de las relaciones sexuales. Esta integracion era mayor para el
VPH 18 que para el VPH16, tanto en porcentaje calculado de disrupcién de E2 (58% vs
16%) como en el tiempo hasta la primera disyuncion del E2 (5,7 meses vs 10 meses).
Los VPH 18 se manifestaran escasamente en las citologias haciendo que se subestime

el riesgo de lesidn histologica.

No es necesaria la integracion para la transformacidon maligna, habiendo sido descritos
CIN 3 y Carcinoma “In situ” en ausencia de integraciéon del VPH 16. No sucede lo mismo

para el VPH 18, que precisa la integracion celular (132).

F. Coinfeccién:

Es muy frecuente la coinfeccidn simultanea por distintos tipos de VPH, sobre todo en la
poblacidn joven. Chaturvedi et al (133), en una cohorte de 5.871 mujeres adolescentes
sexualmente activas de Costa Rica, encontrd que 2.478 eran positivas para el ADN del
VPH, y de éstas, 1.070 (43,2%) estaban infectadas por multiples tipos. Ademads
encontrd un riesgo significativamente mayor de CIN 2+ en el grupo de coinfeccién por
varios tipos de VH en comparacion con las que presentaban una infeccion por uno solo
pero ese riesgo era la suma de los riesgos de cada uno de los VPH. El grupo de Quint
(134) detectd, en el 4-8% de los canceres de cuello uterino y en el 20-40% de las
lesiones intraepiteliales cervicales, multiples genotipos de VPH. No se conoce muy bien
el efecto de la coinfeccidn por distintos tipos virales en el proceso de la carcinogénesis,
pero no parece ser un factor determinante en el curso de las infecciones por el mismo
(135). Wentzensen et al (136), analizaron las citologias y los VPH de 59.664 mujeres,
no encontraron mayor tasa de HSIL en el grupo con infeccion por varios tipos virales,

por lo que concluyeron que la coinfeccidn no tenia efecto sinérgico sobre las lesiones.

'LA.7.1.2. Factores genéticos:

El VPH es un patdgeno intracelular y precisa internalizarse en la célula del huésped
para ejercer su efecto carcinogénico. En este proceso, es clave la respuesta inmunitaria
del huésped. En su regulacidn intervienen los complejos de histocompatibilidad o

antigeno leucocitico humano (HLA, del inglés human leukocyte antigen), moléculas

A
-



presentadoras de antigenos y que se ha demostrado desempefian un papel
fundamental en el desarrollo de procesos oncogénicos en algunas mujeres infectadas
por el VPH (137). Determinados haplotipos especificos de HLA de clase IlI, como son
DRB1* 1001, DRB1* 1101 y DQB1* 0301, son los que presentan mayor riesgo de
desarrollar carcinoma escamoso invasor de cuello uterino; sin embargo, los DRB1*
0301 y DRB1* 13 se relacionan con bajo riesgo de oncogénesis (137). Otros autores
(138-141) corroboran la participacion de HLA en el proceso de carcinogénesis y la
existencia de otros haplotipos con efecto protector. Wang et al (138) en 2.001
publicaron un estudio que incluyé a 10.077 mujeres en Guanacaste, Costa Rica. Un
grupo de ellas con cancer invasor de cuello uterino, HSIL o LSIL, y el grupo control de
mujeres con VPH negativo. Llegaron a la conclusion que el HLA DRB1*1301 se asocio
con efecto protector de riesgo de cancer o HSIL (OR: 0,4; 1C95%: 0,2-0,7). Mujeres con
HLA-B*07 y HLA-DQB1* 0302 presentaron un riesgo 8,2 mayor de presentar cancer o
HSIL (IC95%: 1,8-37,2).

IA713 Factores medioambie_ntales:__ |

Se reconocen como factores de riesgo medioambientales los citados a continuacion:

Cuadro 2. Factores de riesgo del cancer de cuello segtiin Wright (10).

Edad de la paciente

Residencia en regiones geograficas especificas, como el Africa Subsahariana
Bajo nivel socioeconémico

Carencia de deteccidn sistematica por citologia

Edad temprana en el primer coito

Multiples parejas sexuales

Antecedentes de infecciones de transmisidon sexual, en especial condilomas acuminados, VHS, C.
Trachomatis

Elevada paridad

Tabaquismo

Uso de anticonceptivos orales

Inmunodepresion de cualquier causa, incluida la infeccion por VIH

Estado nutricional

Antecedentes genéticos

A. Edad de la paciente:
Las mujeres jovenes presentan alta prevalencia de infeccion por VPH y baja tasa de

persistencia, mientras que mujeres de mas edad tienen mayor tasa de infeccidén
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persistente, con mayor incidencia de cancer de cuello (102). El cancer de cuello uterino
es muy poco frecuente en pacientes menores de 25 anos. La mediana de edad para la
deteccion de CIN 3 es de 27-30 aios (65, 102), mientras que el cancer de cuello se

presenta mayoritariamente en mujeres de 40 y 50 afos.

B. Otras enfermedades de transmision sexual, como Chlamydia trachomatis y el Virus
del Herpes simple:

La infeccion por estos patdgenos de transmision sexual podria influir en la evolucién
natural del VPH, prolongando la probabilidad de su persistencia y de progresion a
carcinoma (142). Smith et al (143) encontraron que la exposicién previa al VHS-2 se
asocié con un riesgo dos veces mayor de carcinoma escamoso de cuello uterino en
pacientes con VPH. La infeccion por Chlamydia trachomatis también se asocia a un
incremento del riesgo similar de carcinoma de cérvix en mujeres VPH positivas, con
una razén de probabilidad de 2 (IC95%: 1,1-4) (144, 145), probablemente por una
mayor persistencia de la infeccion por VPH (146). El grupo de Castle (147) describen
gue un posible mecanismo como cofactor de oncogénesis estaria relacionado con la
inflamacién y la reparacion del cuello uterino, que provocaria la produccion de
radicales libres responsables de producir causar dafio genético y alteraciones

cromosomicas.

C. Tabaco:

Se ha asociado con la persistencia del VPH y ha demostrado ser un factor de riesgo
independiente de cancer de cuello uterino invasivo, asi como de desarrollo de CIN 3
(148). De hecho, el tabaquismo constituye el principal cofactor de progresiéon en
mujeres infectadas por VPH AR (149). Las mujeres fumadoras presentan un riesgo de 2
a 4 veces superior de desarrollar cancer de cuello uterino que las no fumadoras (148,
150-152). También se ha puesto de manifiesto que el riesgo aumenta cuanto mayor es
la intensidad del habito y su duracién (afos-paquete) (148, 153) y tiene una asociacién
mas significativa con CIN 3 que con CIN 1, lo que sugiere que los carcindgenos que
contiene el tabaco promueven la transformacién oncogénica en las células infectadas
por el VPH (148). Trimble et al (154) publican que las fumadoras pasivas también

presentan riesgo incrementado de cancer de cuello uterino.
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Son diversos los mecanismos que se han propuesto mediante los cuales el tabaco
actuaria como cofactor oncogénico: la secrecion de productos tales como la cotinina,
nicotina, fenoles, benzopireno y otros hidrocarburos, a concentraciones altas en el
moco cervical de las mujeres fumadoras pueden tener numerosos efectos (153, 155).
Asi, se ha observado que las concentraciones de nicotina y su principal metabolito, la
cotinina, aumentan 40 y 4 veces respectivamente en el moco cervical, en comparacién
con el suero de las fumadoras (156). Estos productos pueden ser directamente
carcinogénicos para el epitelio cervical, al dafiar el ADN celular (genotoxicidad)
producir una disminucién de la respuesta inmunitaria local (favoreciendo la
persistencia de la infeccién del VPH), posiblemente aumentar la replicacién viral y
alterar su ciclo vital (153). El tabaco aumenta la produccién de radicales libres y reduce

los antioxidantes, lo que incrementa el ambiente genotdxico (157, 158).

D. Uso de anticonceptivos orales:

En algunos estudios se ha observado una mayor incidencia de carcinoma escamoso de
cuello uterino en mujeres infectadas por el VPH que toman anticonceptivos orales
combinados (ACO) de forma prolongada (159, 160). La publicacién mas sdlida ha sido
un estudio multicéntrico de casos y controles de la IARC (160) en el que sélo se
encontré una asociacion moderada con el riesgo de cancer (OR: 1,4). En el estudio
encuentran que las pacientes que tomaron ACO menos de 5 afios no tenian mayor
riesgo de cancer de cuello uterino si se comparaban con las que nunca los habian
tomado (OR: 0,73), pero las que eran usuarias de mas de 5 afios y positivas para el
VPH, si presentaron mayor probabilidad de cancer de cuello uterino (OR: 2,82 durante
5-9 aios, y 4,03 durante 10 o mas afios). En un metaanalisis que incluyd 28 estudios y
a 12.531 mujeres con carcinoma de cuello uterino, estudiaron la asociacion entre el
uso de ACO vy el céncer de cuello uterino. Los autores concluyen que existe una
relacion de dosis-respuesta lineal y que tras 10 afios tomando ACO el riesgo es 2,2
veces mayor (159). Appleby et al (161), publicaron en 2.007 datos basados en 24
estudios a nivel mundial, que incluian a 16.573 mujeres con carcinoma de cuello y a
otras 35.509 sin cancer. Encontraron que los ACO aumentan el riesgo de cancer
cervical de cuello en funcion del tiempo de uso (5 afios 0 mds aumenta el riesgo 1,90

frente a los que no tomaban). Es mas, ese riesgo disminuia después del cese de la
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toma de ACO, pero era necesario 10 o mas afios después de dejar de tomar ACO para
gue el riesgo fuera similar a las no usuarias de ACO. El uso de ACO aumenta el riesgo
de carcinoma escamoso, y tal vez todavia mayor de adenocarcinoma cervicouterino
invasivo (162). Los ACO producen eversion del epitelio cilindrico, activando de esta

manera la metaplasia escamosa inmadura vulnerable al VPH (10).

E. Elevada paridad:

En la mayoria de estudios de casos y controles, |la elevada paridad se ha relacionado
con el cancer de cuello uterino, siendo mayor el riesgo conforme aumenta el nimero
de embarazos (10). Mujeres con tres o mas embarazos presentan 2,5 veces mas riesgo
de cancer de cuello que las nuliparas, y 4 veces mas si la paridad se eleva a 7 (163-
165). En otro estudio, se encontré que el riesgo relativo para cada embarazo a
término, era de 1,10 (1C95%: 1,08-1,12) y con la edad mas temprana del primer
embarazo a término (RR: 1,07; 1C95%: 1,06-1,09 por afio de reduccién de edad). La
IARC (166), de 25 estudios epidemioldgicos, que incluyeron a 16.563 y 33.542 mujeres
con y sin carcinoma de cuello invasivo, respectivamente, encontrd que el riesgo
relativo aumenta conforme lo hace el numero de recién nacidos vivos. El efecto de la
multiparidad es independiente del de la conducta sexual y de las variables
socioeconémicas (107, 142). Se desconoce el mecanismo mediante el cual la
multiparidad incrementa el riesgo de carcinoma de cuello. Con la multiparidad se
produce una eversion continua del epitelio cilindrico inducida por el embarazo, con
persistencia de la zona de transformacién exocervical, facilitando asi la exposicién
directa al VPH y a otros cofactores (148). Las cifras similares en el aumento del riesgo
por la multiparidad y por la toma de anticonceptivos orales combinados a largo plazo,

orientaria a una posible influencia hormonal como factor etiolégico (10).

F. Inmunosupresion:

Existe un riesgo incrementado de cancer genital y anal en la poblacién
inmunodeprimida infectada por el VPH comparado con mujeres inmunocompetentes
de la misma edad (167) y muy probablemente ello sea debido a la mayor persistencia
de la infeccidén del papiloma en estas pacientes motivada por una respuesta inmune
deficitaria (168). Las mujeres trasplantadas renal tienen hasta un riesgo 16 veces

mayor de CIN y cancer de cuello (169), 100 veces mas riesgo de carcinomas de vulva y
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ano en comparacion con la poblacion general (170), mayor riesgo de condiloma
acuminado (171). Meeuwis et al (169) publicaron, en las trasplantadas renal, un
aumento de incidencia de 2 a 6 veces de CIN, de 3 veces de cdncer de cuello uterinoy
de 50 veces de carcinoma vulvar. En mujeres con lupus eritematoso sistémico también
estd aumentada la incidencia de CIN, y este riesgo es todavia mayor en mujeres que

toman farmacos inmunodepresores, en especial ciclofosfamida (172, 173).

G. Virus de inmunodeficiencia humana (VIH):

La interrelacidn entre el VPH y el VIH data de los afios noventa, cuando en 1.993 el
carcinoma de cuello uterino fue clasificado como uno de los criterios diagndsticos del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) en mujeres infectadas por el VIH.
Numerosos estudios han confirmado la fuerte asociacion entre el VIH, la infeccidn por
VPH vy el céncer cervicouterino (153, 174). En mujeres infectadas por el VIH, la
prevalencia de infeccion por VPH es de 2 a 4 veces superior respecto a las que no
presentan la infeccion por VIH (175-178) y este incremento se da para todos los tipos
de VPH (176). Por otra parte, en esta poblacion de mujeres, la tasa de no aclaramiento
del VPH es mucho menor, con la consiguiente persistencia y el mayor nimero de
lesiones precancerosas y de carcinoma de cuello uterino (142, 168, 175, 179-181).
Ademas, las mujeres con VIH presentan una progresion mas rapida a carcinoma
invasor de cuello uterino que las que no son VIH positivas (133, 179). También, al ser
frecuente la enfermedad multifocal por el VPH, presentan alta tasa de recidiva
postratamiento (182-184). En EE.UU, el riesgo relativo de cancer de cuello uterino en
mujeres con infeccion por VIH, en comparacion con la poblacidon general es de 5,4 (IC
95%: 3,9-7,2) (185). También presentan mayor riesgo de cancer de vulva y vagina (RR:
5,8) y anal (RR: 6,8) (185). Finalmente, el impacto que ha tenido la terapia
antirretroviral HAART (del inglés Highly Active Antiretroviral Therapy) sobre la
infeccidon por VPH es controvertido. Minkoff et al (186) en 2.010 publican un estudio
prospectivo donde se incluyd a 286 mujeres VIH con tratamiento antirretroviral,
encontrando una reduccién significativa de infeccion por VPH AR, asi como de lesiones
precancerosas. Otros autores (153) también constatan la mayor regresién de CIN con

la terapia antirretroviral.
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H. Nutricion y dieta:

Algunos estudios (187, 188) han publicado posible efecto protector para el carcinoma
de cuello uterino de los vegetales, folatos, retinol, la vitamina E. Varios autores (152,
189-191) han publicado riesgo significativamente menor de lesiones intraepiteliales

con alto nivel de folatos.

L. Religion y raza:

La raza, la religién y la nacionalidad no son factores que per sé influyan en el desarrollo
del cancer de cuello uterino (192), sino que mas bien podria ser un reflejo de practicas
sociales o desigualdades entre grupos poblacionales. Las tasas mds altas de carcinoma
de cuello uterino en mujeres negras probablemente se deban a dificultad de acceso en
programas de cribado y tratamientos inadecuados mas que a las diferencias biolégicas
interraciales. Existe un estudio (193) en el que se compara la persistencia de la
infeccion por VPH entre afroamericanas y europeoamericanas, y que pese a tener la
misma incidencia de infeccion por VPH, la persistencia era mayor entre las
afroamericanas (el tiempo necesario para que el 50% de las mujeres aclarasen el VPH
fue para las mujeres afroamericanas de 601 dias y para las europeoamericanas de 316
dias) y ademas las primeras tenian con mayor frecuencia alteraciones citoldgicas (OR:
1,58). Respecto a la religion, las mujeres judias, marmotas y Amish presentan baja tasa
de carcinoma de cuello uterino, debido a que su religion comportaria menor numero
de parejas sexuales, con menor exposicion a la infeccién por el VPH. Gardner et al
(194) publicaron un estudio sobre la prevalencia de carcinoma de cuello en mujeres
mormonas practicantes de Utah y observaron baja prevalencia al compararlas con
mujeres no mormonas, probablemente debido a que las primeras no fumaban y tenian
pareja estable, de acuerdo a sus convicciones religiosas. En las mujeres judias, la baja
prevalencia podria deberse en parte a la circuncision masculina, que conllevaria tasas

mas bajas de infeccién por VPH en pene de los hombres judios (195).

J. Nivel socioeconémico:
Mujeres con nivel socioecondmico bajo tienen el doble de riesgo de presentar cancer
de cuello uterino respecto a aquellas mujeres con nivel socioecondmico alto,

probablemente por la desigualdad en el acceso a los programas de cribado o por



comportamientos sexuales de riesgo, mas que debido a diferencias directamente

relacionadas con el riesgo de desarrollo del cancer de cuello (196-199).

K. Dispositivo intrauterino (DIU):

Parece que ejerce un efecto protector frente al desarrollo y progresion de lesiones
cervicales. Se desconoce el mecanismo exacto, aunque se postula que podria deberse
a una reaccién inflamatoria crénica inducida por los microtraumatismos del DIU a nivel
cervical, que originaria cambios en la respuesta inmune local (200). Castellsagué et al
(201). Publicaron en 2.011 un trabajo donde estudiaron el efecto del DIU sobre la
infeccion por VPH y el riesgo de carcinoma de cuello uterino. Los autores concluyeron
que las usuarias de DIU presentaron una tasa del 50 % inferior de riesgo de desarrollar
cancer de cuello respecto a las que no habian utilizado DIU. Es mas, encontraron que
este efecto protector se producia a partir del primer afio de uso y no se modificaba

hasta después de los diez afios del uso.

1.A.7.2. Factores de invasion:

El proceso de angiogénesis es necesario para el crecimiento del tumor y su
metastatizacion (202). Estd bien establecida la progresién de CIN 1, 2 y 3, y el cancer
de cuello. Sin embargo, no estan del todo esclarecidos los mecanismos que facilitan el
crecimiento tumoral. Si se sabe que algunos carcinomas de cuello uterino
sobreexpresan factores proangiogénicos, como el VEGF (del inglés, Vascular Endotelial
Growth Factor), que desempefian un rol fundamental en el proceso de

neoangiogénesis del carcinoma de cuello uterino (203).

I.A.8. Consecuencias de la infeccion VPH en el canal
anorrectal:

El VPH estd implicado en la etiologia del carcinoma de cérvix, como es bien sabido
desde los trabajos de Harald zur Hausen. Con el tiempo, se ha demostrado su
implicacion en otra serie de carcinomas del tracto genitoanal, orofaringeo y pene. La
implicacion del VPH como agente carcindgeno varia en funcién de la zona anatémica.

Por orden de dependencia oncogénica, el cancer de ano ocupa el segundo lugar tras el
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carcinoma de cérvix (204), siendo un 88% de ellos, segun Martel et al. (205), y un 90%,
VPH dependientes (98, 206, 207). A cierta distancia le siguen ya los canceres de vagina,

con un 70% y los demas con menos de de un 40%. (Tabla 1).

Tabla 1. Tumores asociados al Virus del Papiloma Humano (208).

Unién Europea (EU-27)
Fraccién del Nimero Fraccién del

total de cincer total de cincer

(ambos sexas) (ambos sexos)

atribuible al atribuible al

VPH! VPH!
Cincer de Cuello 100% 530232 530232 419% 31.038° 31.038 127% 1948  1.948 0.99%
uterino
Cincer de Pene 40% 26.300 10.520 0,08% 3101 1.240 0,05% 3307+ 132 0,07%
Cincer de Vulva 40% 5704 228 0.12%

40.000° 9.000 0,15% 9517¢ 4521 0,18%

Cancer de Vagina 70% L L L L 105¢+ 74 0,04%
Ciéncer de Ano 90% 30.400°  27.360 0,22% 5427° 4884 0,20% 360% 324 0,16%
Todas las - 626932 587112 4,64% 49.083 41683 1,71% 33134 2706 1,37%
localizaciones
anogenitales

(ambos sexos)

Cincer de Orofaringe  <5% 136,622 — - 1366% - - 8004 — -
incluyendo amigdala -70%

Verrugas anogenitales  100% - - - - - - 56.446° 56446 -

Fuente de informacién:

* IARC Globocan 2008: b Parkin et al, 2006 Vaccine; cGatta et al 2011 Eur ] Cancer; dCilculo propio a partir de datos de IARC 2007 Cancer Inci-
dence in Five Continents Vol. 9, eCastellsagué et al, 2008 Eur ] Public Health

Métodos:

*El nimero de casos anuales atribuibles al VPH es el resultado de aplicar la fraccion atribuible al VPH al nimero de casos anuales. En el caso de
agrupar las localizaciones de vulva y vagina, se aplica al 75% de los casos la fraccion atribuible al VPH vulvar y al 25% la vaginal.

 Porcentaje sobre el total de casos de cancer (excluyendo cancer cutdineo no-melanoma) a partr de las estimaciones de IARC, GLOBOCAN 2008a:
12.662.554 casos nuevos anuales en 2008 en el mundo, 2.444.597 en la Union Europea y 196.902 en Espaia.

t Aproximacién basada en el calculo agrupado de la tasa de incidencia a partir datos procedentes de los registros espaiioles de Albacete (1998-2001),
Asturias (1996-2000), Pais Vasco (1998-2001), Islas Canarias (1997-2001), Cuenca (1998-2002), Girona (1998-2002), Granada (1998-2002) , Murcia
(1997-2001), Navarra (1998-2002) , Tarragona (1998-2001), Zaragoza (1996-2000) y aplicado a la poblacion espaiiola de 2008.

¥ Incluye toda la faringe, excepto nasofaringe

El VPH tiene especial trofismo por la zona de transformacién, region inestable de unién
entre los epitelios pavimentoso y cilindrico. El concepto clasico (209) soportaba la idea
de que es en esta union escamo-columnar donde tiene lugar la metaplasia escamosa y
la displasia. Sin embargo, recientemente se ha descrito (25) una poblacion celular de
origen embrionario especifica de la unién escamo-columnar del cuello uterino, con un
perfil génico Unico y distinto al del epitelio endocervical y ectocervical adyacente. Es en
estas células donde se originarian la inmensa mayoria de las lesiones premalignas de
alto grado y de los canceres de cuello uterino, y sélo un 30% de las lesiones de bajo
grado, y por tanto Herfs et al (24, 25) apuntan a este grupo celular como el precursor
del carcinoma de cuello uterino. Estas células se han identificados tanto en los

carcinomas escamosos como en los adenocarcinomas.



Tanto el cuello uterino como el canal anal comparten un desarrollo embriolégico
comun, que comienza en la 6° semana, cuando se forma el tabique urorrectal, éste
dilata la cloaca y la divide, a nivel dorsal en recto y conducto anal y a nivel ventral, en
el seno urogenital. Tanto el cuello uterino como el canal anal se desarrollan a partir de
la membrana cloacal embrionaria, y son sitios de fusién de tejido del endodermo y

ectodermo, formandose la unidon escamo-cilindrica (210).

La zona de transformacion es una regidén anatdmica e histoldgica que, ademas de en el
ya conocido cuello uterino, podemos encontrarla también en el canal anal y en las
amigdalas palatinas. Por lo que respecta al canal anal, se halla en la unién del epitelio
columnar del recto con el epitelio escamoso del ano y es en esta uniéon anorrectal
donde actua el virus, a dos centimetros dentro del canal (178, 211) (Figura 7 y Figura

8).

Region de la UEC
actual (variable)

Mucosa del colon

Linea dentada (pectinea)
{region de la UEC original)

Esfinter externo
Zona de !

fransformacion anal ~ | — — — 4

Conducto anal

quirdrgico t ¥ & : Esfinter interno
Conducto anal A 1

anatémico

Surco interesfinteriano

Conducto distal

Regitn perianal (margen anal), que se
extiende unos 5 cm desde el orificio anal

Anaromia del conducto anal. UEC, union escamocilindrica,

Figura 7. Canal anal. Tomado de Darragh (212).
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Figura 8. Unién escamocolumnar anal.
UEC normal (A y B); epitelio columnar del colon (C); epitelio escamoso
anal (D). No lesiones. Tomado de Palefsky (2)

En la zona de transformacion el epitelio es relativamente fino y muy activo. Ademas, es
susceptible de otras infecciones de transmisién sexual como Chlamydia Trachomatis, y
se ha observado que la reaccién inflamatoria secundaria a la infeccion por Chlamydia

podria también potenciar la infeccidn por el virus en esta region (213).

El VPH tiene la capacidad de penetrar en los queratinocitos de las capas basales de las
células de la unién escamo-columnar a partir de defectos del epitelio, generando un

cambio conformacional de la capside viral (28).

Es conocido, desde hace aios, la participacion del VPH en areas de la coloproctologia,
siendo responsable de los condilomas anales, la neoplasia intraepitelial (NIA) (214,

215) y el carcinoma escamoso anal (216-218).

Las consecuencias clinicas de la infeccidon anal por el VPH en mujeres incluyen el
desarrollo de cancer anal y el potencial de extension del VPH al cérvix. Parece evidente
que el ano debe ser bioldgicamente menos susceptible al desarrollo de cancer que el

cuello uterino, puesto que la incidencia de cancer anal por la infecciéon por VPH en el



ano es menor que la del cancer de cérvix producido por la infeccién del VPH en cuello

(2).

Tanto en hombres como en mujeres, los factores de riesgo descritos en la bibliografia
para la infeccién anal por VPH son (2, 219, 220): VIH +, hombres que practican sexo
con hombres (en inglés: MSM) aun siendo VIH negativos, recepcion de sexo anal (98,
221), numero de parejas sexuales a lo largo de la vida, mds de 5 segun Ojeda (210),
historia de condilomas genitales, tabaco, tratamiento prolongado con
inmunosupresores (27, 222) e irritacién anal cronica que deriva en fisuras y fistulas

(223).

Ademas, en mujeres, son factores de riesgo adicionales el antecedente de una
neoplasia intraepitelial genital (206, 224-228) probablemente por el mayor riesgo de
exposicion del VPH en la regién anal (2, 215). Segun Edgren et al (227), el riesgo
relativo de cancer anal en mujeres con CIN 3 es de 5. En un estudio de cohorte
prospectivo llevado a cabo en Reino Unido, hicieron un seguimiento a 1,3 millones de
mujeres durante 13 afios y observaron que el principal factor de riesgo para el cancer

de ano fue el haber tenido historia de CIN 3 antes del reclutamiento (RR: 4,03) (229).

La infeccidn del ano por el VPH también puede adquirirse sin antecedente de practica
sexual anal (2). Se cree que la proximidad anatémica del introito vulvar al ano, asi
como la autoinoculacién no sexual (digital) y a través de secreciones vaginales podria
influir en aumentar la incidencia de infeccién por VPH en el canal anal (225, 230, 231).
Otras publicaciones también apuntan en la misma linea de la extensién directa del

virus desde la zona anogenital infectadas a otras areas adyacentes (67).

Entre los factores que condicionan la persistencia del HPV anal se incluyen la ducha
vaginal (232), las relaciones anales persistentes (233) y el habito tabaquico de largo
tiempo (234). El tabaco aumenta en 5 veces la posibilidad de cancer anal (2, 98). Para
Coffey et al.(229), el RR es de 1,44 respecto a las no fumadoras, y se incrementa al

doble de forma estadisticamente significativa cuando se fuma mds de 15 cigarros/dia.

Segun Palefsky (213) y Frisch (235), el principal factor de riesgo de infeccion anal por

VPH seria la recepcion de sexo anal. Pero el VPH puede adquirirse en ausencia de



relaciones receptivas anales. Estudios epidemioldgicos y clinicos han mostrado una
asociaciéon entre neoplasia intraepitelial anal y cancer anal y entre neoplasia
intraepitelial cervical y cdncer cervical en mujeres que nunca practicaron el coito anal
(2). Otros autores, en la misma linea, han demostrado la presencia de condiloma anal

en varones heterosexuales que no han mantenido relaciones anorreceptivas (236).

En lo referente al coito anal, los resultados del estudio nacional de actitudes sexuales y
habitos de vida (237) indican que las mujeres escocesas practican sexo anal con mayor
frecuencia que los hombres (11,16% frente a un 0,7%). En Estados Unidos, el
porcentaje alcanza de un 22% a un 29% en mujeres (238, 239). Este
comportamiento podria justificar en parte la diferencia observada en prevalencia del

cancer anal segun sexos, mayor en mujeres.

Park et al (240), por otra parte, no encuentran asociacién estadisticamente
significativa entre la infeccién anal por VPH o la citologia anal positiva, con coito anal,
tabaco o numero de parejas sexuales. En poblacion femenina de alto riesgo, la
prevalencia estimada de VPH anal alcanzaria desde el 32,5% que publica Lammé (241),
a un 42% segun Palefsky (242), y hasta el 48,3% del grupo checo representado entre
otros por Sehnal (243). En el estudio de cohortes HAWAII-HPV (244) describen, en
1.378 mujeres sanas, una prevalencia de infeccién por VPH del 27%, que es mas o
menos equiparable el 29% que encuentran en el cérvix. En la misma linea, Nyitray et al
(245) informaron una prevalencia de infeccion por VPH de un 16,6% en el canal anal de
varones heterosexuales VIH negativos. Stier et al (246), en una revision sistematica

publica tasas de un 23 a un 36%.

En el mismo estudio de cohortes de Hawaii, tras un seguimiento de 1,3 afios, el 70% de
la poblacion femenina estudiada acabd desarrollando una infeccion incidental anal por
VPH (247). No obstante, en un subgrupo de 431 mujeres hawaianas de este mismo
estudio seguidas a intervalos de 4 meses durante 1,2 afios hallaron una incidencia de
infeccion incidental algo menor, de un 50%, y con una duracién media de la infeccién
de 150 dias (232). La infeccidén anal del VPH se aclara en un 86% de mujeres en un

periodo de un afo, o sea, con mayor rapidez que en el cérvix (90% en dos afios) (242).



En un estudio realizado en hombres (233), el VPH 16 nunca tuvo una persistencia
superior a seis meses (salvo en varones receptores de sexo anal, con un 5,1% de
casos). Esto explicaria, parcialmente, por qué es menos frecuente el cancer de ano que

el cancer de cérvix.

Inicialmente, desde la década de los 70 se pensaba que algo mas de un 70% de
canceres anales eran producidos por VPH (248). Actualmente sabemos que la mayor
parte de los canceres de ano, mas del 90% son VPH dependientes (217, 244, 249),
(tanto en hombres como en mujeres). Los tipos de VPH que se asocian al cancer de
ano son similares al del cadncer de cérvix, aunque el VPH 16 es mas predominante aln
en el carcinoma anal, con un 65,6% segun Darragh (250) y hasta un 81% segun
Ouhoummane (249) que en el de cuello uterino, que para este ultimo autor esta

presente en un 50 % de ellos.

Existe evidencia de que los canceres de ano inducidos por VPH comparten historia
natural similar a los carcinomas de cuello uterino (224), y se admite cierto paralelismo,
debido a que el cérvix y el ano tienen caracteristicas embriolégicas y anatémicas
similares. El primer paso para el desarrollo del cancer de ano seria la infeccién viral
persistente por VPH. El segundo, su posterior progresiéon a lesiones displasicas
precursoras del cdncer (Neoplasia Anal Intraepitelial, NIA), que se comportan
biolégicamente como la neoplasia intraepitelial cervical (CIN) y que también se
subdividen en NIA de bajo grado (NIA de grado 1), y de alto grado (NIA 2 y 3) (215).

Finalmente se produciria la progresiéon a carcinoma invasor (244).

La NIA es una entidad poco conocida. Fue descrita en los afios ochenta y se considera
lesion premaligna del carcinoma escamoso anal (251, 252). Desde el punto de vista
histolégico se caracteriza por un cambio progresivo (parcial o total) del epitelio normal
del canal anal por sustitucién por células inmaduras que tienen caracteristicas de

células basales (251).

Es posible la prevencion del cancer anal si conseguimos identificar e incidir sobre estas

lesiones precursoras (2).



En 2.012, el Colegio Americano de patdlogos y la Sociedad Americana de Patologia
Cervical y Colposcopia han establecido una nueva clasificacion para describir las
lesiones histolégicas del tracto genital inferior y anal denominada LAST (Lower
Anogenital Squamous Terminology) (253). Sustituye la clasificacion de tres niveles de
CIN o de NIA, por otra que distingue dos niveles, que se denominan igual a la
terminologia utilizada por el Sistema de Bethesda para la citologia, LISL (lesion
escamosa epitelial de bajo grado), y HSIL (lesion escamosa epitelial de alto grado). De
esta forma, se unifica la nomenclatura utilizada tanto en informes citolégicos como
histoldgicos, para mayor entendimiento entre ginecdlogos y patélogos (250) y también
unifica las diferentes terminologias utilizadas para el diagnostico de las sesiones del

cuello uterino, ano, vagina, vulva, regién perineal y pene.

En el cuello, la LSIL incluye la CIN 1 y la presencia de cambios citopaticos asociados a
infeccion aguda por el VPH, con riesgo minimo de progresion. En el ano corresponderia
a la neoplasia intraepitelial anal (NIA) de bajo grado, que engloba a la NIA 1 y los

condilomas.

La HSIL incluye las lesiones histolégicas CIN 2 y 3 en cérvix, y a nivel anal incluye NIA 2y

3. Estas serian las que tienen riesgo significativo de progresion a carcinoma.

No es bien conocida la historia natural del cancer anal, particularmente la progresién
de NIA a cancer (215, 250, 254, 255). En la actualidad, se desconocen los factores que
determinan la progresion de la enfermedad (254). Aun siendo muy frecuentes las
displasias anales de bajo grado en poblacion de riesgo (256), la mayoria de las veces se
resuelven espontaneamente, pero las de alto grado son mucho mas estables (257).
Hay estudios publicados que han demostrado el potencial oncogénico de las NIA 2-3

(254, 258, 259).

De forma similar al CIN 1, la NIA 1 simplemente es la expresion de los cambios
morfoldgicos celulares que son secundarios a la replicacion viral y no se considera
como lesidn precancerosa. Pueden regresar espontaneamente o progresar a grados de
displasia mayor (215). Esta progresion va a ocurrir en el 10% de NIA de grado 1 (220).

Sin embargo, la NIA de alto grado (NIA 2 y 3), y en particular la NIA 3, son consideradas

|!



como las realmente precursoras del cancer anal, de forma similar a los que ocurre en

el cérvix con las lesiones CIN2+ (213).

Una vez establecido la displasia anal, la progresién a carcinoma anal seria mayor para
NIA 3, en un orden de un 8,5% a un 10% de ellos (254, 259) tras 5 anos de seguimiento

(63 y 60 meses respectivamente).

Se desconoce la prevalencia e incidencia exacta de la NIA (260, 261). La mayoria de
ellas son diagnosticadas de forma accidental en el contexto de una cirugia anal
(hemorroides o condilomas anales) (262). Supone hasta el 1% de toda la cirugia anal
(263, 264). Por otro lado, se estd produciendo un aumento progresivo en la incidencia
y en la prevalencia de las NIA y ello es debido a distintos factores: mayor interés en la
comunidad cientifica por el tema, aumento de la poblacién infectada por VPH y por
VIH desde la década de los noventa y mayor tasa de supervivencia en el grupo de VIH
desde la introduccién del tratamiento antirretroviral (220). En la NIA de alto grado se
ha encontrado un aumento significativo del VPH 16 y 18 (67, 215, 235). La prevalencia
de VPH de alto riesgo en NIA 3 oscila entre el 84 y el 100% (215). Segun De Vuyst et al.
(248) en el 91,5% de NIA 1 se detecta VPH y sube al 93,9% en la NIA 2 y 3.

Aunque, como se ha comentado previamente, la prevalencia real de la NIA sigue sin
estar definida, si se conoce la poblacién de mayor riesgo: Los avances en el
conocimiento de las lesiones intraepiteliales anales se deben en gran medida a los
estudios realizados en varones VIH positivos que practican sexo con otros varones (en
inglés MSM: “men who have/had sex with men”). Esta poblacién presenta una
incidencia de cancer anal superponible a la del cancer del cuello uterino antes de la
introduccion de la citologia cervical (35-70 por 100.000) (213, 265). En cuanto a
mujeres inmunocompetentes con patologia del tracto genital inferior (vulvar, vaginal y
de cérvix) atribuible a infeccién por VPH, no hay tantas publicaciones (209, 215, 225,
266, 267). En poblacion femenina predominan los trabajos que relacionan la infecciéon

por VPH con la inmunodepresién del VIH.

Cuando se compara la prevalencia de NIA en estos grupos de riesgo, se observa que es
significativamente mayor que en la poblacion general (262). Se describen cifras del

15% en pacientes VIH positivos, de un 10% en pacientes con condilomas anales (en



caso de VIH hasta el 30%) y hasta el 20% de pacientes inmunodeprimidos no VIH como
son los trasplantados renales (215, 222), y en mujeres con CIN 3 o carcinoma de cérvix

(215).

El objetivo de la identificacion de la NIA es la prevencidn del cancer anal (262). Se han
descrito los factores implicados en la evolucién (tanto la regresion como la progresion)
de estas lesiones precancerosas: infeccion por VIH, carga viral del VPH, coinfeccion por
diferentes serotipos de VPH o de otros virus como el Herpes simple (268), y factores

propios del huésped (genéticos y de inmunidad)(269).

Dada la similitud bioldgica entre el cancer de cuello y el de ano, y ante la evidencia de
gue el cribado con la citologia y el tratamiento de las lesiones CIN 2+ han reducido de
forma significativa la incidencia y mortalidad del cancer de cuello uterino (270), en la
lucha contra el desarrollo de este tipo de enfermedades, |6gicamente cabe plantear el
mismo esquema que clasicamente se ha seguido con el cancer de cuello uterino:
cribado mediante un método facil de usar y barato como es la citologia, con o sin
concomitancia con un test de deteccién de DNA viral VPH. Sin embargo, en contra de
lo que pasa con el cribado del cancer de cuello de Utero, en el ano no existen guias
universalmente estandarizadas para el cribado poblacional de lesiones precancerosas
anales (261). Tampoco se han realizado ensayos clinicos aleatorizados que validen la
eficacia de ninguna técnica de deteccion sistematica (212). Por este motivo, los datos

epidemioldgicos para NIA estan en fase de estudio (210).

Sin embargo, en vista de la similitud del cancer anal y de cérvix, asi como del aumento
progresivo del primero en poblacion de riesgo, hay autores que han propuesto
programas de cribado de deteccidén precoz en esta poblacion (271) cuyo objetivo es la
identificacion de la NIA de alto grado, para prevenir el carcinoma invasor de ano,

reduciendo de esta manera su mortalidad (212).

Palefsky (213) fue el primero en introducir la citologia anal como cribado del cancer de
ano y de describir un método para su realizacién. Su grupo propuso un algoritmo de
actuacion en funcion del resultado de la citologia anal en las poblaciones de alto
riesgo, que incorpora gran parte del cribado para el cancer de cérvix (213, 272, 273)

(Figura 9).
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Este esquema estda basado en la experiencia del grupo de Palefsky (212) con la

deteccidn sistematica anal y con la AAR, pero no esta validado.

Esta en discusioén la deteccidn sistematica del VPH-AR en el canal anal como parte del
cribado y en el seguimiento de resultados anémalos, puesto que en poblaciones de
alto riesgo de NIA y cancer anal, la prevalencia de la infeccién es muy elevada (250,

274).

Actualmente, la citologia anal es el test primario en el cribado del cancer de ano, pero
esta prueba solo deberia llevarse a cabo en aquellos sitios donde, ante un resultado
anormal, pudiera llevarse a cabo un seguimiento que incluya la realizacién de estudios
de imagen como la anoscopia de alta resolucion (AAR), asi como la posibilidad de
realizar biopsia guiada por anoscopia y tratamiento de la lesién una vez ésta haya sido

confirmada (213).

El resultado citoldégico de las displasia anal esta basado en la clasificacion del sistema
Bethesda 2.007 (211, 275-278), y la terminologia seria la misma que para el cérvix

(normal, ASC-US, ASC-H, AGC, L-SIL, H-SIL y cancer).

La técnica para la toma de la citologia anal ha sido ampliamente descrita y es
relativamente sencilla: No es preciso ningin procedimiento anestésico ni preparaciéon
previa. No se deben emplear lubricantes, ya que podrian alterar la calidad de la
muestra (262). La paciente no debe haberse introducido enemas, ni duchas ni haber
sido receptiva de sexo anal las 24 horas previas a la toma citoldgica. La citologia del
ano tiene la limitacidon respecto a la muestra del cérvix que la muestra se obtiene a
ciegas, sin visualizacion de la zona de transformacién. Se recomienda hacer la toma
con una torunda de poliéster (Dacron) humedecida con agua corriente. No utilizar
torundas de algoddn porque se perderia material, al quedarse pegado a la torunda.
Segun Palefsky, el cepillo es incomodo e innecesario. Otros autores, sin embargo, si
gue realizan la toma citoldgica con el citobrush (262). Es recomendable que la citologia
sea en medio liquido, de este modo, ademas del despistaje de la NIA, es posible Ia

deteccidén de VPH en tinciones inmunohistoquimicas (279).



La citologia anal se basa en la obtencion de células en la profundidad del canal, desde
una profundidad de 1,5-2 cm del ano (244), para otros autores hasta 3-4 cm del canal
anal (2), Cardinal et al (278) describen la introduccién a 5-6 cm o directamente tan
lejos en el ano como se pueda y rotando el cepillo 360 grados, 5 veces en el sentido de
las agujas del reloj y otras cinco veces en sentido contrario (244), o contando despacio
hasta diez como describe Palefsky (2) y aplicando presidén en las paredes mientras se
mueve el cepillo. La toma de la muestra en un tiempo minimo de 10 segundos
garantiza la obtencién adecuada de suficientes células (212). La citologia debe
comenzarse a tomar desde la parte distal hacia el ano. De idéntica forma al cérvix, se
puede preservar la muestra en medio liquido o en un cristal, si se trata de una citologia
convencional. Segun los criterios del sistema Bethesda 2.001, la celularidad minima
para que una citologia anal se considere adecuada son 2.000-3.000 células o 1-2
células escamosas con nucleo por campo de gran aumento en las muestras de Thin
Prep (185). La presencia o no de células de la zona de transformacién (células
cilindricas rectales y células escamosas metaplasicas) se considera un indicador de
calidad de la muestra. En caso de que el nimero de células minimo no esté presente, o
bien que la mayoria de la muestra esté contaminada por material fecal o por escamas

anucleadas, la citologia sera clasificada como no satisfactoria.

Se acepta como adecuado, un porcentaje de muestras de citologia anal insuficientes
para el diagnodstico del 9-17% (280). Lammé et al (241) sefialan un tasa de un 15% de

muestras anales insuficientes.

El hallazgo de lesion intraepitelial anal de bajo grado o ASCUS en la citologia, no
excluye la presencia de NIA de alto grado. Arain et al (281), en 2.005 publicaron que el
46% de sus citologias anales cuyo resultado era ASCUS, y el 56% de las LSIL, mostraron
una displasia (NIA) grado 2-3 en la biopsia. Por esta razén, la remisidon a anoscopia de

alta resolucion se debe considerar a las personas con cualquier anormalidad citoldgica.

En el mismo sentido, algunas publicaciones antiguas, entre 1.985 y 1.995 (209, 236,
279) describen un infradiagndstico de NIA cuando se utiliza la citologia como medio
Unico de despistaje, detectando tan solo el 35-62% de estas lesiones en comparacién

con la biopsia. Los autores apuntan que la baja sensibilidad de la citologia respecto a



la biopsia seria en parte debido a la mala calidad de la muestra por contaminacién

fecal.

Segun el estudio de Santoso (261) la citologia anal demostré muy baja sensibilidad
para la deteccidn de lesiones NIA (8%) y alta especificidad (94%). No es de extrafiar
que lamentase que no fuese una herramienta completamente efectiva. Sin embargo,
en un estudio de la agencia de evaluacién de tecnologia de Ontario (2.007) (265) se
describe una sensibilidad para varones VIH negativos, en el escenario mas parecido al
de la mujeres, de un 26 a un 47% y una especificidad de 81 a 92%. En la misma linea,
otros autores describen sensibilidad del 81% para varones VIH y del 50% para mujeres
VIH negativas (236, 282). Berry (274) y Palefsky (283) encuentran una mayor
sensibilidad de la citologia anal para la NIA de alto grado confirmada con biopsia, en
pacientes VIH positivos del 87% frente al 55% de los VIH negativos, y la especificidad
fue del 42 y del 81% respectivamente. Para Darragh (212), esta diferencia en la
sensibilidad se debe posiblemente a que en esta poblacion las lesiones son de mayor

tamafio y la carga de enfermedad mayor.

Fox et al (284) han publicado datos de sensibilidad y especificidad de la citologia anal

comparables a la del cuello uterino.

Salit et al (285) publican una sensibilidad del 84% y especificidad del 39% para

resultado de ASCUS o mas, y especificidad del 91% para la lesion de alto grado.

Cardinal et al (278) publican una sensibilidad de la citologia anal del 70%, y una
especificidad del 93%, con un alto VPP (97%) y VPN del 48%. Ademas, la sensibilidad
fue mayor para deteccion de lesiones de alto grado (84%), que para las de bajo grado

(66%).

Para Berry et al (274, 286), son muy infrecuentes los falsos resultados positivos de la

HSIL en la citologia anal.

Vajdic et al (287), publicaron mejores resultados en cuanto a la deteccién de NIA
cuando la citologia anal se tomaba sin visién anoscdpica, observando ademas que el

procedimiento es mas cdmodo que con anoscopia de alta resolucion (AAR).



La AAR constituye la técnica gold-standard para el diagndstico de NIA de alto grado
tras una citologia alterada. Por lo tanto, de forma similar a lo que sucede con la CIN, el
diagndstico de la NIA debe ser confirmado mediante estudio histopatolégico, basado
en la muestra de biopsia mediante AAR (212). Darragh (212) afirma que muchos
ensayos que utilizan la citologia anal sin biopsia guiada por anoscopia pueden

infravalorar en gran medida la verdadera prevalencia de la NIA.

La AAR presenta una sensibilidad de un 100% y una especificidad menor, del orden de
un 71% segun Santoso (261). Abbasakoor (215) describe un valor predictivo positivo de
la anoscopia de un 49%. El término de "anoscopia de alta resolucién" fue acuifado
alrededor del ano 1995 para describir la colposcopia del canal anal y la region perianal.
La técnica fue desarrollada por la Universidad de California en San Francisco (UCSF) en
el afo 1.991 y poco después se cred el Centro de Neoplasias Anales de la UCSF,
pionero a nivel mundial en el cribado del cancer del ano. Para realizar una anoscopia,

es preciso una formacién especifica y conlleva su curva de aprendizaje (262).

Antes de realizar una anoscopia, es imprescindible el tacto rectal, muy util en la

deteccion sistematica del cancer de ano (212).

La técnica consiste en la introduccién de un anoscopio con gel lubricante y lidocaina. A
continuacion, se deja una torunda rodeada por una gasa empapada con acido acético
al 3-5% durante 1-2 minutos, retirando previamente el anoscopio Posteriormente, se
reintroduce de nuevo para iniciar la exploracién del conducto anal, que empezara
visualizando primero la parte distal del recto con un colposcopio a bajo aumento. A
continuacion se va retirando el anoscopio, hasta visualizar la union escamo-columnar
(UEC) anal y/o la zona de transformacién. La UEC es la unidn entre el epitelio cilindrico
o glandular rectal (de color rojo oscuro) y el escamoso anal (de color rosa palido). La
UEC se localiza cerca de la linea pectinea. La zona de transformacién, que es la de la
metaplasia escamosa, se situa en sentido distal a la UEC. La mayoria de las NIA se
localizan en la zona de transformacidn (ZT). La AAR sélo se considera adecuada cuando
se consigue visualizar toda la UEC y la ZT (212). La aplicacién de solucion de Yoduro,

Lugol, es atil. La mayoria de las NIA de alto grado son yodonegativas, mientras que las



de bajo grado pueden ser negativas, tefiirse débilmente con Lugol o ser positivas para

Lugol.

Figura 10. Material para AAR.

Figura 11. Introduccién anoscopio.



Para considerar que la exploracidn es completa, se requiere la visualizacion de la UEC,
de la ZT, del conducto anal distal, del orifico anal y de la zona perianal (esta ultima es la

region que se extiende a 5 cm del orificio anal) (212).

Al igual que la CIN 2+, la displasia anal de alto grado (NIA de alto grado) no es palpable
ni visible, a no ser que se aplique acido acético al 0,2% y se inspeccione la mucosa con
la utilizacién de un anorrectoscopio equipado con luz intensa y lente magnificadora de
imagenes. Cualquier anomalia (epitelio acetoblanco, lesiones elevadas o
decoloraciones), serd subsidiaria de biopsia dirigida (288). El empleo de acido acético
al 0,5%, en el ano no es necesario porque las células son mads altas en queratinizaciéon

gue las del cérvix (262).

De forma similar que en el cérvix, es la biopsia la herramienta que diagnostica la NIA
(215, 263). Se basa en detectar la displasia, asi como el grado de extension de la lesién

en la profundidad del epitelio (NIA 1, 2, 3).

Es necesaria una gran experiencia del anatomopatélogo en la evaluacidon del epitelio
del canal anal, para disminuir la tasa de falsos positivos y la gran variacidon
interobservador que existe a la hora de determinar el grado histoldgico de displasia

anal (289).

La utilidad del cribado anal se basa en la posibilidad de realizar tratamientos eficaces
de la NIA de alto grado y en demostrar que una terapia eficaz de estas lesiones

conllevara aparejada una reduccion en la incidencia del carcinoma de ano (213).

En cuanto al tratamiento de las NIA, se han propuesto diferentes modalidades, tanto
quirurgicas (exéresis, ablacién), como médicas (citotoxicos tépicos o
inmunomoduladores como el Imiquimod) (215). No se conoce bien la eficacia de las

distintas alternativas terapéuticas para las NIA (210).

Al contrario de lo que sucede en el cuello uterino, los tratamientos escisionales en el
canal anal, por la disposicion anatdomica del mismo, pueden comportar una morbilidad
nada desdenable (dolor anal, estenosis del canal, incontinencia fecal, etc.) (254). A

mayor grado de afectaciéon de la NIA, mayor tasa de complicaciones postquirurgicas. Si



la lesion afecta a mas del 30% de la circunferencia anal, la tasa de estenosis anal
postquirdrgica aumenta de forma significativa (262). Segun Scholefield (254), la
afectacion difusa de la NIA en el canal anal se acompafiara, ante un tratamiento

escisional, indefectiblemente de complicaciones.

Por este motivo, es controvertida la actitud ante el diagndstico de NIA y muchos
autores optan por el seguimiento y conducta expectante, a no ser que exista alto
indice de sospecha de que la lesidn anal sea en realidad un carcinoma (290). Otros

autores defienden la ablacion o el tratamiento escisional (291).

Para Parés (262) y Scholefield (254), la opcidon mds razonable, para una lesién como la
NIA (que es de origen virico, precancerosa y aun no del todo conocida su historia
natural), y dado el alto indice de complicaciones derivadas de la actitud activa , y sobre
todo si la enfermedad es difusa, seria un seguimiento estricto que permita detectar

una posible progresion de la enfermedad.

Para Darragh et al (212), la NIA de alto grado debe ser tratada, puesto que se
considera lesién precursora del cancer de ano. Pineda et al (292), publican una tasa de
progresién a cancer de un 1,2% en aquellos pacientes con NIA de alto grado que
fueron tratados mediante un procedimiento quirdrgico, en contraposicion con la tasa
de progresion del 7,5% de aquéllos en las que se decidid actitud conservadora, con

AAR cada 6 meses.

No obstante, hasta la fecha no se han realizado ensayos aleatorizados prospectivos
qgue comparen la actitud expectante versus el tratamiento quirdrgico y que
demuestren la prevencion de la progresion a cancer cuando la actitud sea la segunda

opcién (212).

Se han descrito tasas de recurrencias a los dos afios que varian entre 0 y 80% (254,

288, 290, 291).

Segun el grado de displasia anal, Parés et al (262) proponen unas lineas de actuacion:

NIA grado 1: Es una lesidon con bajo potencial de malignidad. Aunque se desconoce el

porcentaje de regresion de la lesion de bajo grado en el ano, a nivel del cuello uterino,

L]
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se sabe que mas del 80% de los CIN 1 tienden a regresar espontaneamente. Parece
una opcidén aceptable la anoscopia, con biopsia confirmativa, con rastreo de todo el
canal anal y la descripcién geografica de la lesion, y nuevo control a los 6-12 meses con
anoscopia y de nuevo biopsia para confirmar si existe una progresion del grado de
displasia. Si en el estudio histolégico persiste una NIA grado 1, se propone control

anual con citologia y AAR (254).

Para Palefsky (213), el objetivo del tratamiento de las NIA de bajo grado (NIA 1y
condilomas) no es la reduccién del cancer de ano, puesto que no se consideran como
precursoras de éste, sino la reduccion de los sintomas, el beneficio psicoldgico de la
paciente y el impedir que la lesién se haga de mayor tamafo, pudiendo mas tarde
dificultar el uso de agentes topicos. El mismo autor (255) sefiala, que aunque la NIA de

bajo grado no es en si misma una lesién con potencial carcinogénico, su tratamiento

puede reducir el riesgo de progresion a lesién de alto grado.

Figura 12. Neoplasia Intraepitelial Anal (2).



Palefsky et al (2), proponen como linea de actuacidon ante una displasia anal de bajo

grado, desde seguimiento cada 6 meses a tratamiento médico de los condilomas.

Los condilomas anales (que son catalogados dentro del grupo de la NIA de bajo grado),
pueden ser tratados con la autoaplicacion por parte de la paciente de Imiquimod o
Podofilotoxina (293). Otras alternativas terapéuticas, como nitrégeno liquido,
electrocauterio, acido tricloroacético al 85%, coagulacidon con infrarrojos, laser y
electrocauterio pueden ser aplicadas por el médico especialista. El tratamiento con

imiquimod y podofilotoxina no se recomienda en los condilomas intraanales (213).

NIA de alto grado: En cuanto a tratamientos toépicos, la crioterapia no es util, pues
dificulta la visualizacion (212). La aplicaciéon de acido tricloroacético al 85% (una vez
cada 3-4 semanas y hasta un maximo de cuatro ciclos) puede resultar eficaz en NIA de
alto grado intraanal (294), especialmente si la lesién afecta a menos del 25% de la
circunferencia anal. Singh et al (294) publican tasas de curacién completa de la NIA de
alto grado con esta modalidad terapéutica del 32%, pero con una elevada tasa de

recidivas, del 72%.

No hay mucho publicado en cuanto a la eficacia del Imiquimod en el tratamiento de la
NIA de alto grado intraanal, y son trabajos de casos clinicos aislados (295). Fox et al
(296), en un ensayo aleatorizado doble ciego, llegan a la conclusién de que el
tratamiento con imiquimod es mas eficaz que el placebo en la curacién de NIA de alto

grado.

Las sinecatequinas al 15%, tratamiento eficaz de los condilomas acuminados externos,

no ha sido valorado para el tratamiento de las NIA (212).

La escision quirdrgica es el tratamiento de eleccidn cuando es preciso un estudio
histopatolégico para descartar que se trate de un carcinoma. Se podria plantear
reseccidon quirurgica si la lesion es focal. Si es extensa, actitud expectante por las
complicaciones asociadas a la cirugia (254, 262). Parés (262) reconoce que esta actitud
no esta consensuada. Ojeda (210) también plantea observacion y seguimiento para la

NIA extensa de alto grado, basandose en que ningln procedimiento terapéutico



erradicaria la lesion completamente. En este supuesto, seria obligado la vigilancia

estrecha, por el riesgo de progresion a carcinoma de ano (297).

Existen diversas técnicas para la ablacion fisica de la NIA de alto grado: coagulacién con
infrarrojos, el bisturi eléctrico, la ablacidén con |aser y la coagulacion con haz de argdn.
No existen datos publicados que comparen la eficacia de las diferentes alternativas
terapéuticas, por lo que la eleccidon de alguna de ellas se basa en la disponibilidad del
equipo, en la formacidn y experiencia del profesional (212). También hay escasos
estudios publicados acerca del tratamiento de la NIA de alto grado y sobre la
utilizacion de la AAR para orientar el tratamiento. El grupo de la Universidad de
California, San Francisco (UCSF) (288, 292), han descrito sus resultados quirurgicos.
Uno de ellos data del 2.002, y realizan una revisién de sus resultados que data desde
2.001 a 2.010, en la cual realizaron 550 intervenciones mediante ablacién quirdrgica
guiada mediante AAR. No encontraron recidivas de la lesién anal de alto grado tras el
tratamiento en pacientes VIH negativos; sin embargo, el 79 % de los que eran positivos
para el VIH presentaron recidiva en los primeros 12 meses de la ablacién quirdrgica.
Los autores justifican estos resultados a que en el grupo VIH las lesiones eran
demasiado extensas como para realizar su exéresis en una sola sesion, y estos casos
fueron contados como recidivas El sintoma mas frecuente fue el dolor y no tuvieron
ningun caso de estenosis, incontinencia, infeccion o hemorragia significativa tras la

intervencion (292).

El estudio fue publicado en 2.002, cuando el grupo de la UCSF no realizaba aun la

técnica de coagulacion con infrarrojos ambulatorio (CIR).

Nathan et al (298) publicaron sus resultados sobre la ablacion ambulatoria con laser
guiada con AAR en pacientes con NIA de bajo y alto grado. El 63% de ellos estaban
libres de enfermedad al afio y que los dos factores que mas influenciaban en este
aspecto fue el estatus VIH y el volumen y la extensidon de la lesidén. Los autores

concluyen que el tratamiento con laser es eficaz.

Coagulacidn con infrarrojos: Para realizar el procedimiento, es necesaria la aplicacion
de lidocaina al 5% en crema en la zona anorrectal durante 10-15 minutos. No afecta a

la visualizacion de las lesiones. Mediante AAR se identifica la lesion o lesiones que



vayan a ser tratadas y se infiltra la zona con anestésico local (lidocaina al 1% con
adrenalina tamponada con bicarbonato sddico; se afiade 1 ml de bicarbonato a 5 ml de
lidocaina), mediante una aguja espinal de 25 G unida a una jeringa de 10 ml (213). La
infiltracion anestésica ha de comenzar por la parte proximal a la altura de la unién
escamo-columnar y avanzando en sentido distal hacia la linea pectinea. Tras la
aplicacidn anestésica, se retira el anoscopio para facilitar el cese del sangrado que se
produce. A continuacién, se reintroduce y se aplica de nuevo el acido acético para
volver a identificar las lesiones. La técnica consiste en la aplicacion de forma directa de
la guia luminosa de la maquina de CIR sobre el tejido displdsico predeterminada para
gue dispare a 1,5 segundo pulso de irradiacién de infrarrojo. De esta forma se produce
una destruccién tisular de 1,5 mm de profundidad suficiente para la mayoria de las
lesiones (210). Complicaciones secundarias al tratamiento serian el sangrado y la
infeccion (299), si bien la primera indicacién de la coagulacién infrarroja fueron las
hemorroides y tiene buen poder de coagulacidn. Las pacientes reciben posteriormente
instrucciones para evitar estrefiimiento (administracion de laxantes surfactantes y la
ingesta hidrica abundante, asi como dieta rica en fibra). Al acabar el tratamiento, se
administra de nuevo Lidocaina tépica al 5% en el canal anorrectal, se recomienda
reposo relativo y se prescriben bafios de asiento con agua templada vy

antiinflamatorios no esteroideos los primeros dias para el control del dolor (212).

Esta técnica se emplea en la UCSF desde Octubre de 2.002 de forma ambulatoria para
el tratamiento de las NIA de alto grado. Hasta la fecha, han realizado mds de 2.500
intervenciones con este procedimiento, y los autores concluyen que es la opcién
terapéutica mas eficaz, con buena tolerancia y con morbilidad de leve a moderada
(212). Goldstone et al (300, 301) publican también sus resultados sobre la CIR aplicada
a varones VIH positivos, y concluyen que es un método seguro, con baja morbilidad y
gue posibilita el retratamiento de las recidivas. Cranston et al. (302), en un estudio
prospectivo publica tasas de eficacia en varones VIH del 64 % con CIR. En otro estudio
prospectivo multicéntrico realizado por el AIDS Malignancy Consortium (303)
observaron respuesta completa al afio del tratamiento en un 64% de los VIH, con una
tasa de erradicacion de la lesion de alto grado por sesidn del 66%. En todos estos

estudios citados la CIR se realiza guiada por AAR.



|LB.  JUSTIFICACION:

El cancer anal es relativamente raro en la poblacidon general (2), pero su incidencia y su
mortalidad han presentado un progresivo aumento a nivel mundial desde 1.975 (241,

304), afectando a un 1-2 por cada 100.000 habitantes (265).

En mujeres, la prevalencia es de 2,06/100.000 (305). Segun los datos del IARC-
Globocan de 2.008, se cifraban en 530.232 los casos nuevos de cancer de cérvix al ano
frente a los 30.400 nuevos casos anuales de cancer de ano (306). Seguin Martel et al

(205), se estima que hay 27.000 nuevos casos de cancer de ano a nivel mundial.

La edad media de aparicion en la mujer es a los 68 anos, a diferencia de los hombres
que suelen diagnosticarse hacia los 50 afos (307). Es raro por debajo de los 40 afios
(229). Su incidencia en USA en el periodo 1.975 a 2.009 se ha mas que duplicado (218),
aumentando un 1,7% anual en mujeres americanas en ese periodo (232), lo que
contrasta con la reduccién experimentada en el cancer de cuello uterino. De acuerdo
con los datos de la Sociedad Americana del Cancer (308), en 2.008 se estimaron 5.070
nuevos casos, incluyendo 3.050 mujeres y 2.020 hombres, y 690 muertes por cancer
de ano. Los datos epidemiolégicos manejados por esta Sociedad en 2.012 hacen
referencia a unas cifras ain mas elevadas, con 6.230 nuevos casos de cancer anal, de
los cuales 3.980 eran mujeres, y sélo 2.250 varones (309). Es decir, mas frecuente en

la mujer (64%) que en el hombre (36%) (305).

En 2.014 se estimaron 7.210 casos nuevos de cancer anal en USA, de los cuales, 4.550,
el 63 %, correspondian a mujeres (310). Se desconoce en la actualidad a qué es debida
esta diferencia entre sexos, aunque se argumentan cuestiones como posibles factores
de riesgo, el antecedente de displasia y cdncer cervical, la historia de practica de sexo

anal y la existencia de multiples compafieros sexuales (98, 235, 277).

En Reino Unido, en el afio 2.012, de los 1.043 casos de cancer anal registrados, 665

(64%) fueron mujeres y el 88% de éstas la edad media fue de 50 afios (229).



Sehnal et al (243) aportan un hallazgo de interés: en la Republica Checa, en 2.010, de
los 85 nuevos casos de cancer anal en mujeres, menos del 3% eran VIH positivas, por lo

que, légicamente, no cabe reducir esta neoplasia a un problema de la poblacion VIH.

Estos hallazgos por si mismos apoyan la idea de la necesidad de identificar a la
poblacion femenina de mayor riesgo de cdncer anal. Y, buscando formulas de
preseleccion, cabria pensar que un buen criterio para identificar a esta poblacién, no
necesariamente VIH, es el de padecer una lesidn del tracto genital inferior (TGI) por

VPH, dada la multicentricidad de esta infeccion ya explicada mas arriba.

Hay escasas publicaciones sobre la prevalencia de las displasias anales en la poblacién
general de mujeres sanas. No obstante, hay estudios como un multicéntrico en Estados
Unidos, el estudio WIHS (311), relativo a mujeres VIH, que conté con un subgrupo de
185 mujeres no VIH, de las cuales un 5% tuvieron NIA 1y un 1% NIA de alto grado, 2 ¢
3. En otro estudio, Holly (277) realizd un seguimiento a 68 mujeres VIH negativas con o
sin displasia del tracto genital inferior, y describié una prevalencia del 8% en esta

poblacién.

En mujeres inmunocompetentes con displasia cervical, hasta la fecha son muy pocas
las publicaciones disponibles: la de Park (240) , Santoso (261), Jacyntho (312), Lammé
(241), y Scholefield (313), que publican tasas de prevalencia del 9%, 12,2%, 17,4%,

17,6% y 19% respectivamente.

Las pacientes con CIN y carcinoma de cérvix tienen mayor posibilidad de desarrollar
NIA y cdncer de ano, siendo el VPH el principal factor etioldgico de las lesiones genito-
anales (225, 228, 243, 314). Se ha llegado a publicar que aquéllas con displasia cervical
de alto grado tienen una incidencia de cuatro a cinco veces mayor en comparacion con

la poblacién general (229, 273).

El riesgo de una neoplasia anal tras un cancer de cérvix ha sido descrito en dos amplios
estudios basados en registros de cancer, uno en Reino Unido con 145.621
personas/afio seguidas desde 1.960 a 1.999 (Evans (315)) y otro sueco, Hemminki
(226), que siguio a 135.386 mujeres desde 1.958 a 1.996. Encontraron una razon de
probabilidad de un cancer de ano de un 6,3 (IC95%: 3,76-10,0) y 4,8 (IC95%: 3,7-6)



respectivamente. El registro de cdnceres britanicos encontré que cuando el cancer
cervical no era invasivo, sino In Situ, el riesgo de neoplasia anal seguia siendo
equiparable: 5,9 (1C95%: 3,7-8,8) (315). Coffey et al. publicaron en Marzo de 2015, que
el antecedente de CIN 3 es el principal factor de riesgo para padecer un cancer de ano
(RR: 4,03) (229). Edgren (227) obtuvo valores similares con una razén de probabilidad

de carcinoma de ano tras un primario de cérvix de un 4,68 (IC95%: 3,87-5,62).

Saleem et al (228), en un estudio multicéntrico de una poblaciéon de 189.206 mujeres
con displasia y neoplasia relacionada con VPH (vulvar, cervical y vaginal), hicieron un
seguimiento desde 1.973 a 2.007. Encontraron que 255 de ellas desarrollaron un
cancer de ano (13,6%), siendo un riesgo 13 veces mayor de lo esperado. Ese riesgo
subié a 22,2 y a 17,4 cuando la lesién inicial era neoplasia vulvar intraepitelial o
carcinoma de vulva respectivamente. En mujeres con CIN 2+, la incidencia de cdncer de
ano fue de 16,4%, y de 6,2% para las que habian tenido cancer de cérvix. El intervalo
de tiempo entre el primario ginecoldgico y el diagndstico de cancer de ano fue mayor
en las mujeres con neoplasia intracervical in situ (15,7 anos) que en el caso de un
carcinoma invasor de cérvix (11,4 anos de media) o de una neoplasia vulvar
intraepitelial (8,9 afnos) o los 7,1 afios en caso de carcinoma primario de vulva. En los
casos de neoplasia intraepitelial vaginal, el intervalo fue de 11 ainos, siendo sdlo de 4,5

afios cuando se trataba de un cancer primario de vagina.

No obstante, Scholefield et al (225) no encontraron NIA en mujeres infectadas por VPH
anal pero sin antecedente simultaneo de CIN. Tatti et al (234) en esta linea, publicaron
gue el riesgo de desarrollar una NIA en mujeres con CIN 2+ era el doble (1C95%: 1,1 -

3,6) que cuando sdlo tenian CIN 1.

Esta relacion entre la infeccion por VPH del tracto genital inferior, sus lesiones y la
repercusién en el tracto anal se comprueba incluso porque puede establecerse un
periodo o intervalo bastante ajustado. Diversos estudios han mostrado que en la
poblacién femenina de alto riesgo, la lesién anal aparece una década o algo después
tras la aparicion de la displasia o cancer de cérvix (206, 227). Saleem et al (228)

establecen un periodo de entre 4 y 16 afos para que aparezca la lesién anal.



A pesar de todo lo descrito, la breve duracién de los estudios publicados en
comparacion con la historia natural de la infeccion, las dispares sensibilidades de la
citologia anal (generalmente bajas) y las altas prevalencias de VPH anales, parecen
poner en cuestion el cribado de las displasias anales y sin embargo, el Instituto de SIDA
del Departamento de Salud de Nueva York (316, 317), recomendd en marzo de 2.007

la realizacion de citologia anal de modo anual en grupos de riesgo.

Sin definir qué son grupos de riesgo, intuyéndolos, parece deducirse la necesidad y
conveniencia de saber la prevalencia de citologias anales positivas en nuestro medio
para asi disponer de argumentos, o no, como para considerar la reproductibilidad del
esquema diagndstico que propone dicho Instituto dentro de una estrategia preventiva

de relevancia.

En nuestro medio la lucha contra el cancer del TGl se establece desde un punto de
vista integral, con prevencién primaria (eliminar y proteger frente a los factores de
riesgo ademds de potenciar la inmunidad con la vacunacién frente al VPH), con
prevencion secundaria (cribado con citologia, test de VPH y colposcopia con su
eventual biopsia) y prevencidn terciaria (tratamientos escisionales de las lesiones

precursoras detectadas).

En 1.997 se cred la Unidad del Tracto Genital Inferior (UTGI) del Servicio de Obstetricia
y Ginecologia del Hospital General Universitario de Alicante. Entonces se empezd con
293 colposcopias al afio, siendo ya en 2.014 nada menos que 755. Este afo 2.014 se
detectaron mas de 100 lesiones histopatoldgicas de lesidn cervical VPH dependiente,
de las cuales mas de 60 fueron de alto grado (HSIL). En la Unidad de Ginecologia

Oncoldgica la tasa de canceres anual oscila entre 14-16 por afo.

No se dispone de datos concluyentes sobre la incidencia de displasias y de cancer anal
en mujeres en nuestro entorno. No se conoce tampoco la incidencia de displasia y
cancer anal en la poblacién femenina que es estudiada y tratada en nuestra UTGI por
lesiones cervicales, vaginales y vulvares. Tampoco se dispone de un protocolo
estandarizado de manejo de este grupo de pacientes. Y, obviamente, no se dispone de
informacién de la sensibilidad y especificidad de la citologia anal en el escrutinio de

estas lesiones en nuestro medio.



Siguiendo la bibliografia actualizada, dada la ausencia de estudios en nuestro

Departamento, parece justificado que investiguemos la situacion relacionada con la

infeccion VPH anal de las pacientes que acuden a la UTGI y se establezcan estudios que

permitan aclarar estas incdgnitas cientificas que, respondidas, podrian permitir y

justificar, o no, la creaciéon de nuevas estrategias de prevencidn, en la zona anal, en

este colectivo de mujeres.

o

El cancer de ano presenta una incidencia y prevalencia crecientes,

especialmente en mujeres.

La fraccion atribuible a la infeccion por VPH ronda el 90%.

La historia natural, aunque no bien definida, se asemeja a la de todas las
lesiones VPH dependientes del TGI. Los datos disponibles sobre lesiones
anales, después de haber padecido lesiones del TGl VPH dependientes,

definen a este grupo de mujeres como de “alto riesgo”.

Por la experiencia a nivel del carcinoma cervical, la asociacién o co-test
entre citologia y test VPH podrian ser una herramienta de cribado de

lesiones anales en este grupo de mujeres.

Pero hasta la actualidad no hay consenso en la necesidad de establecer
estrategias de prevencion organizadas como en el cérvix uterino. Una alta
tasa de deteccidn de lesiones precursoras utilizando co-test en mujeres de

riesgo podrian justificarlo.



|1.c. HIPOTESIS

A tenor de la bibliografia cabe deducir que entre un 9 y un 17,6% de las pacientes que
tratamos en nuestra Unidad (UTGI) padecen de algun grado de afectacién anal por
VPH. En la actualidad, estas pacientes no reciben atencidn sanitaria y son dadas de
alta con el tedrico riesgo de infeccidén persistente y de futuras lesiones histoldgicas

premalignas.

Nuestra hipétesis es que un porcentaje no despreciable de mujeres con lesiones VPH
dependientes presentara infeccion por VPH anal asi como lesiones precancerosas del

canal anal.

|!



JLD.

OBJETIVOS

jiD.1.

Objetivo principal:

Conocer la prevalencia de displasia anal en nuestro medio en mujeres
heterosexuales inmunocompetentes que acudan remitidas a la Unidad del
Tracto Genital Inferior, de patologia cervical y colposcopia, por lesiones

atribuibles a infeccion por VPH.

Objetivos secundarios:

Conocer la prevalencia de infeccidn por VPH anal en las pacientes con lesidn
del tracto inferior por infeccién por VPH.

Identificar los factores de riesgo asociados a la infeccidon del VPH anal. Si
fuese posible, su relacién con la persistencia de dicha infeccién (incidencia
acumulada) y el desarrollo de displasia anal en nuestra poblacién.

Decidir sobre la conveniencia o no de disefar un protocolo de cribado para
el diagndstico de neoplasias intraepiteliales anales en esta poblacién,
basado en los resultados obtenidos y en la sensibilidad de las pruebas
disponibles.

Establecer un algoritmo de actuaciéon multidisciplinario ante hallazgos
citolégicos anormales y/o VPH persistente en canal anal basado en los

resultados del estudio.



II. MATERIAL Y METODOS




III.A. Caracteristicas de la poblacion estudiada.

I ILA.1. Poblacidny criterios de inclusion y exclusion.

Las participantes fueron reclutadas entre Julio de 2.013 y Marzo de 2.015, en la Unidad
del Tracto Genital Inferior del Servicio de Ginecologia del Hospital General
Universitario de Alicante. El estudio, de cohortes prospectivo, incluyé a 166 mujeres
inmunocompetentes, cuya caracteristica comun era haber sido remitidas a la Unidad
por primera vez, por presentar patologia ginecolégica relacionada con infeccién por
VPH, ya fuera por persistencia de la infeccién virica, o por citologia ASCUS (atipia
celular de significado incierto), o ASC-H (atipia que no puede excluir lesién alto grado),
o LSIL (lesion intraepitelial de bajo grado), o HSIL (lesién intraepitelial de alto grado), o

por confirmacion histolégica de neoplasia intraepitelial cervical (CIN) de grado 1, 2 6 3.

Las pacientes incluidas en la cohorte prospectiva se encuentran actualmente en las
fases iniciales de su seguimiento, si tenemos en cuenta lo que se sabe respecto a la
cronologia de la prolongada historia natural del cdncer de ano. Como no vamos a
poder disponer de estos datos hasta pasados unos afios, se ha realizado una
aproximacion al problema estudiando a una cohorte de 41 mujeres que fueron

visitadas en la UTGI por lesion cervical por VPH AR entre 2.009 y 2.010.

Fueron excluidas las mujeres gestantes, las VIH positivas, las inmunodeprimidas no

VIH, y aquéllas previamente tratadas por CIN (Cuadro 3).

Cuadro 3. Criterios de inclusién y exclusién.

Criterios de inclusion Mujeres inmunocompetentes.
VPH positivas en TGl y/o citologia ASCUS +.

Biopsia CIN.

Mujeres gestantes.

Criterio de exclusion

Pacientes VIH.

Inmunodeprimidas no VIH.

O O O o] ©o o o

Mujeres con tratamiento previo por CIN.




Todas las participantes firmaron un consentimiento informado donde se les explicaba
gue iban a ser incluidas en un estudio cuya finalidad era el diagndstico precoz del
carcinoma anal. También de la existencia de un circuito con el Servicio de Cirugia
donde serian remitidos aquellos casos cuyo resultado de citologia anal estuviera

alterado, para la realizacion de una anoscopia de alta resolucién (AAR).

Ademas, debieron cumplimentar un cuestionario sobre sus antecedentes médicos vy
habitos sexuales: consumo de tabaco, drogas via parenteral, antecedente de historia
de condilomas, fisura o hemorroide anales, edad de inicio de las relaciones sexuales,
uso o no de preservativo, toma de anticonceptivos, nimero de parejas sexuales, asi

como practicas sexuales anorreceptivas (ver documento en el Anexo).

I II.A.2 Caracteristicas de la cohorte prospectiva

La edad media de las 166 pacientes fue de 38 afios con una desviacion tipica de 10

(mediana = 37 aflos y un rango de 22 a 71 aiios) (Figura 13).
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Figura 13. Distribucion por edad de las mujeres del estudio.

B. Motivo de consulta:

Los motivos por los que las pacientes del estudio fueron remitidas a la UTGI fueron:
citologia LSIL (n= 62; 37,35%), biopsia de cérvix CIN 2+ (n= 20; 12,05%), infeccién
persistente por VPH AR (n=30; 18,07%), citologia HSIL (n= 19; 11,45%) y citologia

ASCUS (n=16; 9,64%). Estos cinco motivos constituyeron el 88% de las visitas (Tabla 2).



Tabla 2. Relacién de motivos por los que las pacientes acudieron.

Motivo de consulta Pacientes Porcentaje
AGC 3 1,81
ASC-H 6 3,61
ASCUS 16 9,64
Biopsia CIN1 6 3,61
Biopsia CIN2+ 20 12,05
Condilomas vulvares 1 0,60
HPVAR persistente 30 18,07
Inflamatorio persistente 3 1,81
SIL alto grado 19 11,45
SIL bajo grado 62 37,35
Total 166 100,00

16) (Tabla 3).

De estas 166 mujeres, a 150 (90,36%) se les realizé una determinacién de VPH cervical.
A 16 mujeres no se les realizé la determinacion por protocolo de la AEPCC. Estas 16

mujeres tenian en su mayoria. Lesiones intraepiteliales de alto y bajo grado (10 de las

Tabla 3. Motivos de consulta en las mujeres a las que no se practicé VPH.

Motivo de consulta Pacientes Porcentaje
ASC-H 2 12,50
ASCUS 2 12,50
Biopsia CIN1 1 6,25
Biopsia CIN2+ 1 6,25
SIL alto grado 4 25,00
SIL bajo grado 6 37,50
Total 16 100,00




C. Habito tabaquico:

96 pacientes no eran fumadoras (57,83%; 1C95%: 49,93-65,44) y 70 fumaban (42,17%;
IC95%: 34,56-50,07). Estos datos se diferencian significativamente de los de la
poblacién general espafiola, donde, segun la encuesta del Instituto Nacional de
Estadistica (INE) del afio 2.012, el 28,3% de las mujeres de edades comprendidas entre
los 25 y 44 afios (grupos de edad coincidentes con la mayoria de mujeres incluidas en
el estudio) son fumadoras. Por lo tanto, la tasa de fumadoras se situa en el doble de

normal en la poblacién general, destacando como factor de riesgo mas que presente

en esta cohorte (Tabla 4).

Tabla 4. Habito tabaquico en la poblacién de estudio.

Rango tabaco Frecuencia

Porcentaje (IC95%)

No fumadoras 96 57,83 (49,93-65,44)
1 a5 cig/dia 15 9,04 (5,15-14,47)
6 a 10 cig/dia 26 15,66 (10,49-22,10)
11 a 20 cig/dia 28 16,87 (11,51-23,45)
Mas de 20 cig/dia 1 0,60 (0,02-3,31)
Total 166 100,00

'D. Preservativo:

57 mujeres del estudio (34,34%) contestaron que utilizaban siempre el preservativo en

sus relaciones, mientras que 80 (48,19 %) nunca lo utilizaban, y 29 (17,47 %) afirmaron

utilizarlo ocasionalmente (Tabla 5).



Tabla 5. Uso del preservativo en la poblacién de estudio.

Preservativo Frecuencia Porcentaje (1C95%)

No 80 48,19 (40,38-56,07)
Si 57 34,34 (27,15-42,09)
A veces 29 17,47 (12,02-24,12)
Total 166 100,00

Si se selecciona a las mujeres en edad fértil (137 mujeres), considerando como tal a las
menores de 45 afos, se observa que 63 de ellas (45,99%), nunca utilizaban

preservativo en sus relaciones sexuales (Tabla 6).

Tabla 6. Subgrupo de mujeres en edad fértil y uso de
preservativo.

Preservativo  Frecuencia Porcentaje (1C95%)

No 63 45,99 (37,44-54,70)
Si 49 35,77 (27,77-44,40)
A veces 25 18,25 (12,17-25,75)
Total 137 100,00

E. Anticonceptivos orales:

142 pacientes (85,54%) no tomaban anticonceptivos (ACO) y 24 (14,46%) eran usuarias
de ellos (Tabla 7).



Tabla 7. Anticonceptivos orales en la poblacion de estudio.

Anticonceptivos orales Frecuencia Porcentaje (1C95%)
No usuarias 142 85,54 (79,26-90,51)
Usuarias 24 14,46 (9,49-20,74)
Total 166 100,00

Respecto a la duracion de la anticoncepcién, de las 24 usuarias, 13 mujeres (54,17 %)

usaron los ACO durante mas de 1 afo y 7 (29,17 %) menos de 1 afio (Tabla 8).

Tabla 8. Tiempo de uso de los anticonceptivos en las 24 usuarias.

Tiempo Anticonceptivos orales Frecuencia Porcentaje (IC95%)
1 afio 7 29,17 (12,62-51,09)
>1-5 afios 7 29,17 (12,62-51,09)
> 5 afios 6 25,00 (9,77-46,71)
Desconocido 4 16,67 (4,74-37,38)
Total 24 100,00

F. Edad de inicio del primer coito:

Légicamente, en la poblacién de estudio no habia mujeres virgenes. La edad media en
que la poblacion de estudio habia iniciado relaciones sexuales fue de 18 afios, con una
desviacién estandar de 3 afios. La mediana de inicio de relaciones sexuales fue los 17

afios, con un rango entre 13 y 26 afios (Figura 14).
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Figura 14. Edad de inicio de las relaciones sexuales.

G. Numero de parejas sexuales:

Recuento

M Count

Practicamente la mitad de la cohorte de estudio tuvo 3 o menos parejas a lo largo de

su vida (un 44,58 %). Menos de un 8% tuvieron mas de 10 parejas sexuales (Tabla 9).

Tabla 9. Numero de parejas sexuales.

Parejas sexuales | Frecuencia Porcentaje (IC95%)
1 8 4,82 (2,10-9,27)

2 29 17,47 (12,02-24,12)
3 37 22,29 (16,21-29,39)
4 30 18,07 (12,54-24,08)
5 21 12,65 (8,00 -18,69)
>5a10 29 17,47 (12,02-24,12)
>10a 20 12 7,23 (3,79-12,29)
Total 166 100,00




H. Pareja sexual estable:

96 (57,83%) de las mujeres mantenian una relacién estable de mas de un afio (Tabla

10).

Tabla 10. Pareja sexual estable en la cohorte de la
poblacién de estudio.

PS estable Frecuencia Porcentaje (1C95%) ‘
No 70 42,17 (34,56-50,07)

Si 96 57,83 (49,93-65,44)
Total 166 100,00

I. Coito anal receptivo:

De las 166 mujeres de la cohorte, 51 (30,72 %) mantenian relaciones anales, y de ellas,
22 (13,25 % del total y el 43% de las que mantenian relaciones anales) afirmaban

tenerlas 5 o mas veces al afno (Tabla 11).

Tabla 11. Coito anal en la cohorte de estudio.

Frecuencia coito anal anual Frecuencia Porcentaje (IC95%) ::Jrc::lga(jz
lad 29 17,47 (12,02-24,12) 17,47
50 mds 22 13,25 (8.50-19,38) 30,72
Sin relaciones sexuales anales 115 69,28 (61,66-76,19) 100,00
Total 166 100,00 100,00

J. Antecedente de patologia anal benigna:

61 mujeres (36,75 % del total) presentaron algun tipo de patologia anal (Tabla 12).



Tabla 12. Antecedente de patologia anal benigna.

Antecedente patologia anal Frecuencia Porcentaje (1C95%)

Fisura anal 7 4,22 (1,71-8,50)
Fisura anal y hemorroides 2 1,20 (0,15-4,28)
Hemorroides 52 31,33 (24,36-38,97)
Sin patologia anal 105 63,25 (54,43-70,59)
Total 166 100,00

K. Antecedente de herpes genital:

Sélo 9 pacientes (5,45%) tuvieron como antecedente historia de herpes genital en

algin momento de su vida (Tabla 13).

Tabla 13. Antecedente de herpes genital en la poblacion de estudio.

Antecedente herpes genital \ Frecuencia Porcentaje (IC95%)

No 157 94,58 (89,96-97,49)
Si 9 5,42 (2,51-10,04)
Total 166 100,00

L. Prueba del VPH cervical

De las 166 mujeres del estudio, 150 (91,36%) tenian realizada la prueba del VPH en el
cérvix. A 16 mujeres (8,64%), aunque se presuponia eran VPH positivas, no se les
practicé la toma de VPH por protocolo de la AEPCC. De este segundo grupo, 6 fueron
remitidas por citologia LSIL (una de ellas, de 24 afios de edad), 4 por HSIL, 2 ASCUS, 2
ASC-H, 1 caso con biopsia de CIN 1y otro de CIN 2.

Inicialmente, como se ha comentado, se utilizd para la determinacién del genoma
virico el test disponible en esos momentos en el hospital, el test de Captura Hibrida

HC2 de Digene, que, como se sabe, sdlo cataloga en “Positivo para VPH de alto riesgo



(VPH AR)” o “Negativo para VPH de alto riesgo”. A mitad del estudio el laboratorio
cambio a otra técnica que permite la tipificacion del genotipo del virus (PCR de Roche,

Cobas®).

Los VPH predominantes en cérvix fueron los VPH 16/18 con un 37,95 % del total de las
mujeres. Pero debe tenerse en cuenta que hay 36 mujeres con tipaje desconocido, que
suponen un 21,69 % del total, y que, probablemente, incluyan también VPH 16/18, por
lo que el porcentaje total seria mayor. También hay que tener en cuenta que, de las 16
en las que no se realizé (un 9,64%), algunas de ellas podrian tener esos tipos virales.

Por tanto, hay un 31,33 % de duda del tipo viral (Tabla 14 y Figura 15).

Tabla 14. Genotipos virales en cérvix.

VPH cérvix ‘ N Porcentaje (1C95%)
AR alto riesgo (No especificado) 36 21,69 (15,68-28,74)
AR no 16/18 51 30,72 (23,81-38,34)
VPH 16 y/o VPH 18 63 37,95 (30,54-45,80)
No realizado 16 9,64 (5,61-15,18)
Total 166 100,00
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Figura 15. VPH cervical.

A partir de la introduccién de la técnica mediante PCR, el genotipo mas prevalente fue
el VPH 16, con 47 casos (28,31 %), 4 de ellos con coinfeccién con el VPH 18, seguidos a
muy escasa distancia por los VPH AR “no 16/18” que supusieron el 30,72 % de las

pacientes (Tabla 15).

Tabla 15. Distribucion de los tipos virales en cérvix tras la introduccion del test de Cobas®.

VPH cérvix Porcentaje (CI95%) Porcentaje (CI95%)
VPH AR desconocido 36 21,69 (15,68-28,74)
tipaje
AR no 16/18 51 30,72 (23,81-38,34)
VPH 16 47 28,31 (21,60-35,82)
16y 18 4 63 2,41 (0,66-6,05) 37,95 (30,54-45,80)
VPH 18 12 7,23 (3,79-12,29)
No realizado 16 9,64 (5,61-15,18)
Total 166 100




III.A.3. Caracteristicas de la cohorte retrospectiva

Se describen las caracteristicas abreviadas de las 41 mujeres reclutadas entre el 2009 y

el 2010 para la evaluacion del potencial oncogénico en ano del VPH (Tablal6).
Tablal6. Caracteristicas de la cohorte retrospectiva.

Cohorte Retrospectiva
(n=41) (%)

Edad 37+/-7
Motivo consulta:
HSIL + LSIL 28 (68,28)
ASCUS 6 (14,63)
Otras 7 (17,07)
Biopsias cervicales 25
CIN1 12 (48,00)
CIN 2 6 (24,00)
CIN 3+ 2 (8,00)
Tabaco (no fumadoras) 25 (60,98)
Preservativo (no usan) 23 (56,10)
Parejas sexuales 6+/-6
Pareja estable 28 (68,29)
Sexo anal (lo practican) 8(19,51)
Patologia anal 15 (36,59)
Historia de Herpes 1(2,44)
I I1.B. Metodologia

A todas las pacientes, en la primera visita, se les realizd exploracién colposcépica, y
cribado de displasia anal (NIA), que incluyd tipificacion del VPH y citologia en medio
liquido en el ano, tomado con citobrush, de forma similar al cérvix. En cuello uterino
no siempre se realizo la tipificacién del VPH, ya que, ante una citologia con resultado
ASCUS o superior, la paciente era remitida directamente para la realizacién de una

colposcopia, sin realizar triaje con prueba de VPH.



Las muestras de citologia y VPH anal fueron realizadas por tres ginecdlogos
acreditados por la Asociacién Espafiola de Patologia Cervical y Colposcopia (AEPCC),

tras la realizacién de la exploracidon colposcépica del tracto genital inferior.

A continuacion se describe la toma de muestra de la citologia anal:

Con la paciente en posicion de litotomia dorsal y sin preparacion previa, se introducia
un cepillo (citobrush), a dos centimetros minimo de profundidad dentro del canal anal.
Se utilizaba la metodologia de Hernandez, 5 veces en el sentido de las agujas del reloj y
otras cinco veces en sentido contrario (244), o la de Palefsky (2), contando despacio
hasta diez y en ambos casos rotando el cepillo en espiral 360 grados, mientras se
ejercia presion lateral en toda la circunferencia del canal anal. La muestra citoldgica se
comenzaba a tomar desde la parte mas distal hacia la mds proximal al ano. De idéntica
forma al cérvix, la muestra se preservaba en medio liquido, usando la preparacién
ThinPrep (Hologic, Inc, Malborough, MA). Los resultados de la citologia anal fueron
clasificados segun el sistema de Bethesda 2001 como: normal, ASCUS (atipia de células
escamosas de origen indeterminado), LSIL (lesién intraepitelial de bajo grado), ASC-H
(atipia celular sin poder descartar lesidn de alto grado), HSIL (lesidn intraepitelial de

alto grado) o carcinoma de cérvix (318).

Para la prueba del VPH se utilizd, en una primera fase el test de captura de hibridos
(HC2 Laboratorio Digene), que detecta 13 VPH de AR (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58,59y 68)y5deBR (6,11, 42,43 y 44). Para prevenir falsos negativos motivados
por deleciones genéticas, el test emplea sondas de genoma completo RNA
complementarias al DNA de VPH, anticuerpos especificos, amplificacion de sefal y

deteccion de quimioluminiscencia.

Posteriormente se empled el “Cobas® HPV test” (Laboratorio Roche), basado en la
reaccién en cadena de polimerasa (PCR) con coamplificaciéon de VPH y secuencias de
beta-globinas de DNA, que sirve como control interno DNA y permite detectar si los
especimenes tienen adecuada celularidad o si existen factores inhibidores del proceso
de amplificacion (319). Aporta informacién sobre los tipos 16/18 por un lado, y por
otro detecta conjuntamente otro grupo de 12 VPH de AR (31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58,59, 66 y 68).



Como consecuencia de lo anterior, de las 150 detecciones de VPH cervical, 35 casos de
VPH AR no se pudo concretar el tipo viral por realizarse por captura hibrida. Si se pudo

en los 115 restantes.

Las pacientes con citologia anal positiva (ASCUS o mds), eran remitidas a la Unidad
especifica del Servicio de Cirugia colorectal, para la realizaciéon de una AAR por un

Unico cirujano especializado en patologia del canal anal (Figura 16).

Citologia +(ASCUS,

VPH -y citologia - VPH + y citologia - ASCH, LSIL,HSIL,cancer)

Repetir VPH y citologia
Repetir a los 2-3 afos. cada 6 meses. Remitir a AAR
Conducta expectante

Figura 16. Algoritmo de cribado para el estudio.

III.C. Analisis estadistico:

lII.C.l. Tamaiio muestral:

Fue estimado para conseguir el objetivo principal, el conocimiento de la prevalencia de
displasia anal en mujeres con lesién del tracto genital inferior por infeccion del VPH.
De acuerdo con la literatura, la prevalencia oscilaria entre el 9 y el 19%, por lo que se
optd por asumir que en la poblacién a estudiar seria de un 10% con un intervalo de
confianza del 95% y una probabilidad de obtener resultados favorables de un 80%.

Para conseguir una precision del 5,0% en la estimacién de una proporcion mediante un



intervalo de confianza asintdtico normal al 95% bilateral, asumiendo que la proporcién
es del 10,0%, serd necesario incluir un minimo de 150 participantes en el estudio

(programa Ene 2.0).

III.C.Z. Analisis de los datos:

Las variables cuantitativas se describieron como media +/- desviacion estandar y las
variables cualitativas como frecuencias o porcentajes e intervalos de confianza exactos
de una proporcion (binomial) al 95% (IC95%). Las diferencias entre grupos en variables
cuantitativas se estudiaron mediante el test de la t de student o el test de la U de

Mann-Whitney segun que las variables se ajusten o no a una distribucion normal.

Las diferencias entre grupos en variables cualitativas se estudiaron mediante el test de

la chi cuadrado o el test de Fisher.

Se realizd un andlisis de regresion logistica en el que la variable dependiente fue la
deteccion de VPH en canal anal y como variables independientes o explicativas se
estudiaron las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes. Se realizo
primero un analisis univariante con cada una de las variables independientes para
finalmente realizar un analisis multivariante donde se incluyeron sélo las variables con

una p menor de 0,05 en el andlisis univariante.

En todos los andlisis se considerd significativo un valor de p menor de 0,05. Se

realizaron los andlisis estadisticos con el programa SPSS 20.0.
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III.LA. Relacion entre presencia de VPH en cérvixy
en el ano:

A todas las 166 mujeres de la cohorte prospectiva se les realizd, obviamente, una
toma para determinar la presencia, o no, del VPH en el ano. El 64,46% de estas

mujeres (107 casos) presentaban VPH AR en el canal anal (Tabla 17).

Tabla 17. VPH anal. Frecuencia

VPH anal ‘ Frecuencia Porcentaje (1C95%)
No VPH AR 59 35,54 (28,28 - 43,33)
VPH AR 107 64,46 (56,67 — 71,72)
Total 166 100,00

En el ano el mayor porcentaje de VPH AR detectado era No 16/18 (50,47%), a
diferencia del observado en cérvix (Tabla 18 y Figura 17). En la tabla se ha excluido los

58 casos negativos para VPH y el VPH 6 de bajo riesgo.

Tabla 18. VPH anal. Tipos.

VPH anal Porcentaje (1C95%) Porcentaje
VPH 16 37 34,58 (25,65-44,39)
VPH 18 4 4 3,74 (1,03-9,30) LS (2 Bl )
VPH 16 y VPH 18 4 3,74 (1,03-9,30)
VPH AR No Especificado 8 7,48 (3,28-14,20)
VPH no 16/18 54 50,47 (40,63-60,28)
Total 107 100
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Figura 17. VPH anal.

En 107 mujeres existia presencia de VPH simultaneo en cérvix y en ano. En la Tabla 19
se puede apreciar la relacidn existente entre los tipos encontrados en uno y otro lugar:
El VPH AR no 16/18 se detectd simultdaneamente en cérvix y ano en el 68,57 % de los

casos. Esta tasa de deteccidn simultanea fue del 63,16% para el VPH 16 y/o VPH 18.

Tabla 19. Correlacién entre VPH en cérvix y en ano (p=0,0007).

VPH anal (%)

VPH AR No
VPH cervical VPH no 16/18 VPH 16/18

Especificado
AR no 16/18 35 24 (68,57) | 10(28,57) 1(2,86)
VPH 16 y/o VPH 18 38 13 (34,21) | 24(63,16) | 1(2,63)
VPH AR No especificado 26 11(42,31) | 9(34,62) 6 (23,08)
No realizados 8 6 (75,00) 2 (25) 0 (0,00)
TOTAL 107 54 (50,47) | 45(42,06) | 8(7,48)

L
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Excluidos la presencia de VPH no especificado (s6lo “AR”) y los no realizados en cérvix,

por razones ya explicadas, se ha realizado una tabla en la que se puede apreciar que

existe coincidencia en el tipo de infeccién del 70,59 % cuando el informe era de VPH

AR no 16/18 y del 64,86 % cuando el informe fue de VPH 16 y/o 18. (Tabla 20 y Figura

18).

Tabla 20. Tabla de contingencia entre los tipos VPH cervicales y anales

VPH no 16/18
35,14 %

VPH 16y 18
2941 %

(p=0,0042).
VPH AR VPH anal (%)
VPH cervical VPH 16/18  VPH No 16/18
AR no 16/18 34 10 (29,41) 24 (70,59)
VPH 16 y/o VPH 18 37 24 (64,86) 13 (35,14)
TOTAL 71 34 (47,89) 37(52,11)
W VPH 16 y 18 (24)

VPH 16y 18
64,86 %

| VPH no 16/18 (13)

VPH no 16/18
70,59 %

Figura 18. VPH anales cuando los VPH cervicales fueron 16/18 (izquierda) y no 16/18 (derecha).

Cuando se considera la presencia del VPH 16 a nivel cervical, aumenta en mas de 4

veces la probabilidad de identificar este serotipo en el ano si se compara con las

pacientes con otros serotipos cervicales. OR=4,65 (IC95%: 1,84-11,75) (p=0,0013)

(Tabla 21).

B VPH 16y 18 (10)
W VPH no 16/15 (24)



Tabla 21. Tabla de contingencia VPH 16 cervical y anal

(p=0,0013).

VPH 16

VPH 16 anal (%)

cérvix VPH 16 VPH no 16
VPH 16 29 19 (65,52) 10 (34,48)
VPHno16 | 70 20 (28,57) 50(71,43)
TOTAL 99 39 (39,80) 59 (60,20)

Si se establece el proceso inverso, es decir, la distribucién de los VPH cervicales
encontrados en funcién de los anales, se comprueba que la presencia de “VPH 16/18”
en el ano coincide con el mismo el mismo tipo en el cuello en un 53,33% de los casos.
En otro 22,22% de “VPH 16/18” anal, lo que aparece en el cérvix es otro VPH de alto
riesgo “no 16/18”. Por otra parte, cuando el VPH anal era “no 16/18” en el cérvix

también se encuentra el mismo tipo en el 44,44% de los casos (Tabla 22 y Figura 19).

Tabla 22. Tipos de VPH en el cérvix en funcién del VPH encontrado en el ano (p=0,0007)

VPH cervical (%)

VPH AR No \[e}
VPH anal VPH no 16/18| VPH 16/18
Especificado Realizado
AR no 16/18 54 24 (44,44) | 13 (24,07) | 11(20,37) | 6(11,11)
VPH 16 y/o VPH 18 45 10 (22,22) | 24 (53,33) 9 (20,00) 2 (4,44)
VPH AR No especificado 8 1(12,50) 1(12,50) 6 (75,0) 0 (0,00)
TOTAL 107 35(32,71) | 38(35,51) | 26(24,30) 8(7,48)
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Figura 19. Distribucion de los VPH cervicales en funcion de los VPH anales (izquierda: VPH anal

“16/18” y derecha, VPH anal “no 16/18”).

IIII.B. VPH anal y factores epidemiologicos:

En este apartado se analiza la posible relacién entre distintos factores definidos en la
bibliografia como relevantes en la infeccién anal por VPH y la deteccion real

encontrada en el estudio realizado.

I II1.B.1. Edad del primer coito:

El andlisis de regresion logistica univariante mostrd la inexistencia de una asociacién
significativa entre la edad de inicio de las relaciones de las mujeres y la deteccién de
VPH AR anal (p=0,29), como se muestra por una odds ratio (OR) o razén de

probabilidad de 0,98 (IC95%: 0,94 — 1,02) (Figura 20).
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Figura 20. Relacion entre la edad de inicio del primer coito y la infeccién por VPH anal (p=0,29).

I IIl.LB.2. Habito tabaquico:

No se produjo un incremento estadisticamente significativo del riesgo de VPH AR anal
entre las mujeres fumadoras comparadas con las no fumadoras (p=0,328). La razén de

probabilidad fue de 1,39 (IC 95%: 0,736 a 2,65) (Tabla 23).

Tabla 23. VPH anal y tabaco (P=0,328).

VPH Anal (%)

FUMADORA No VPH VPH AR
Fumadora 70 28 (40,00) 42 (60,00)
No fumadora 96 31(32,29) 65 (67,71)
TOTAL 166 59 (35,54) 107 (64,46)

Si relacionamos la cantidad de cigarrillos/dia con la incidencia de VPH anal, tampoco se

observan diferencias significativas (p=0,649) (Tabla 24).



Tabla 24. Infeccion por VPH anal y tabaco (p=0,649).

VPH anal
Rango de
VPH AR (%) No VPH AR (%)
tabaco
No fumadora| 96 65 (67,71) 31(32,29)
1-5 15 10 (66,67) 5(33,33)
>5-10 26 14(53,85) 12 (46,15)
>10-20 28 17 (60,71) 11 (39,29)
>20 1 1 (100) 0 (0,00)
TOTAL 166 107 (64,46) 59 (35,54)

IIII.B.3. Preservativo:

No aparece un incremento significativo del riesgo de tener VPH AR anal entre las
mujeres que no usaban preservativo frente a las que si lo usaban (p=0,4113) (Tabla

25).

Tabla 25. VPH anal y uso del preservativo (p=0,4113).

VPH Anal (%)

Preservativo No VPH VPH AR

No lo usan 80 25(31,25) 55 (68,75)
Ocasionalmente 29 13 (44,83) 16 (55,17)
Lo usan 57 21 (36,84) 36 (63,16)
TOTAL 166 59 (35,54) 107 (64,46)

I III.B.4. Coito anal:

Las mujeres practicantes de coito anal presentaron en el estudio mayor prevalencia en
la presentacién del VPH AR anal que las que no lo practicaban (74,51% vs 60,00%),
aunque la amplitud del intervalo de confianza, dado el limitado nimero de mujeres
gue confiesan realizar esta practica, impide extrapolar conclusiones significativas mas

alla de la muestra estudiada (OR: 1,94; 1C95%: 0,93 — 4,05; p=0,0807) (Tabla 26).



Tabla 26. VPH anal y relaciones anales (p=0,0807).

‘ VPH Anal (%)

Coito Anal ‘ \ ‘ No VPH VPH AR
No 115| 46 (40,00) 69 (60,00)
Si 51 | 13(25,49) 38 (74,51)
TOTAL 166| 59 (35,54) 107 (64,46)

I IIL.LB.5. Condilomas anales:

Las mujeres con condilomas presentaban un asociacion con la tasa de deteccidén de
VPH AR anal estadisticamente significativa, con una razén de probabilidad de 4,94

(1C95%: 1,00— 12,58) (p= 0,047) (Tabla 27).

Tabla 27. VPH anal y antecedente de condilomas anales
(p=0,047).

VPH anal (%)

H2 de condiloma

[\ No VPH Si VPH
anal

Sin condilomas 146 56 (38,36) 90 (61,64)

Condilomas 20 3(15,00) 17(85,00)

Total 166 59 (35,54) 107 (64,46)

I II1.B.6. Antecedente de patologia anal benigna:

No se produjo un incremento estadisticamente significativo del riesgo de VPH AR anal
entre las mujeres con patologia anal frente a las mujeres sin esta patologia (OR: 0,61;

1C95%: 0,31 — 1,17; p=0,179) (Tabla 28).



Tabla 28. VPH anal y antecedente de patologia anal benigna (p=0,179).

VPH anal (%)

H2 de patologia anal benigna N No VPH VPH AR
Sin Patologia Anal. 105 | 33(31,43) 72 (68,57)
Con Patologia Anal 61 | 26(42,62) 35(57,38)
TOTAL 166 | 59(35,54) | 107 (64,46)

E incluso desglosando la patologia anal en distintas entidades, tampoco se encuentra

relacion estadisticamente significativa (p = 0,4202) (Tabla 29).

Tabla 29. VPH anal y tipo de patologia anal benigna (p=0,4202).

VPH anal (%)

Patologia anal No VPH VPH AR
Fisura anal 7 2 (28,57) 5(71,43)
Fisura anal y hemorroides 2 1 (50,00) 1 (50,00)
Hemorroides 52 | 23(44,23) 29 (55,77)
Sin patologia anal 105 | 33(31,43) 72 (68,57)
TOTAL 166 | 59(35,54) | 106 (63,86)

JuLc

VPH anal y biopsia de cérvix:

En relacion con los resultados de la biopsia cervical, de las 117 realizadas, se encontré
una prevalencia de VPH AR en canal anal del 67,33% en las biopsias con resultado CIN.
En las que en la biopsia el resultado histolégico fue de normalidad, aparecié VPH de AR

en el 56,25% (Tabla 30).



Tabla 30. Prevalencia de VPH anal en biopsias con diagndstico

de CIN (p=0,406).

VPH anal (%)

BIOPSIAS CERVIX ‘ N No VPH VPH AR
CIN 101 33 (32,67) 68 (67,33)
Normal 16 7 (43,75) 9 (56,25)
TOTAL 117 | 40(34,19) 77 (65,81)

Segun fuera el grado histolégico de la CIN, la mayor presencia de infeccidon anal por
VPH se encontrd, curiosamente, en mujeres con CIN 1, si bien sin significacién
estadistica cuando se compard con los porcentajes obtenidos en resultados
histolégicos como CIN 2-3 o en hallazgo histoldgico de “normalidad” (p=0,232) (Tabla

31).

Tabla 31. Resultado de la Biopsia de cérvix y el VPH anal
encontrado (p=0,232).

‘ VPH anal (%)

BIOPSIAS CERVIX ‘ N No VPH VPH AR
CIN1 41 9(21,95) 32 (78,05)
CIN2 23 9(39,13) 14 (60,87)
CIN3+ 37 15 (40,54) 22 (59,46)
Normal 16 7 (43,75) 9 (56,25)
TOTAL 117 40 (34,19) 77 (65,81)

En la Tabla 32 se compara los CIN 1 con el resto de resultados, y entonces si se ha

encontrado una relacion estadisticamente significativa (p=0,044).



Tabla 32. Comparacion entre CIN 1 y presencia de VPH AR anal
y el resto de resultados histopatoldgicos (p=0,044).

VPH anal (%)

BIOPSIAS CERVIX ‘ N No VPH VPH AR
CIN1 41 9 (21,95) 32 (78,05)
BiopsiasNo CIN1 | 76 31 (40,79) 45 (59,21)
TOTAL 117 40 (34,19) 77 (65,81)

III.LD Sensibilidad y Especificidad del test del
VPH anal:

Se encuentra una sensibilidad del test del VPH para citologia anal alterada del 83,3%, y

una Especificidad del 36,5%, con un Valor Predictivo Positivo (VPP) del 4,7% (Tabla 33).

Tabla 33. Sensibilidad y Especificidad del test del VPH anal.

‘ VPH AR para Citologia anal (+) (%)

Sensibilidad 83,3
Especificidad 36,5
VPP 4,7
VPN 9

IIII.E Citologia anal y Displasia anal:

Del total de 166 mujeres estudiadas de forma prospectiva sélo 6 pacientes

presentaron citologias anales alteradas (un 3,61% del total) (Tabla 34).



Tabla 34. Citologias anales alteradas en las pacientes del
estudio.

Citologia anal Frecuencia Porcentaje (IC 95%)

Anormal 6 3,61 (1,34-7,70)
Normal 160 96,39 (92,30-98,66)
TOTAL 166 100

De los 6 casos con citologia anal alterada, en un caso no se identific6 VPH AR sino un
Bajo Riesgo (BR) (VPH 6). En nuestro estudio, sélo se reclutaron mujeres con VPH de
AR. Las pacientes que resultaron con un VPH de bajo riesgo anal, no se incluyeron en el
estudio, salvo un caso que presentd simultdneamente citologia anal positiva (LSIL). En
los cinco restantes si se identificé VPH de alto riesgo (p=0,42). Razén de probabilidad

de 0,3517 (IC 95%: 0,0401-3,0840) (Tabla 35).

Tabla 35. Relacidn entre citologia anal y tipo de VPH (p=0,42).

Citologia anal (%)

VPH AR anal N Alterada Normal

No VPH AR 59 1(1,69) 58 (98,31)
VPH AR 107 5 (4,67) 102 (95,33)
TOTAL 166 6(3,61) 160 (96,39)

La edad de las 6 pacientes cuyas citologias anales eran anormales, estaba comprendida
entre los 24 y 49 anos. Ninguna de ellas fumaba ni presentaba historia de herpes
genital. Slo una tenia antecedente de patologia anal benigna (fisura), y dos referian
antecedentes de condilomas perianales. La edad de inicio del primer coito estaba
comprendida entre los 17 y 22 afios. Un caso utilizaba preservativo en sus relaciones
sexuales, mientras que tres nunca y otras dos ocasionalmente. Cuatro de ellas no eran
usuarias de ACO, y dos si (una durante 1 afio y la otra no se recogié el tiempo de la
toma en la historia clinica). S6lo una no tenia pareja sexual estable, y las otras la tenian
entre 1y 17 afios. Respecto a relaciones anorreceptivas, tres afirmaban no tener, y las

otras tres tenian con una frecuencia entre 1y 2 veces al afio.

-
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En cuanto al motivo de consulta, cuatro de ellas fue por presentar una citologia
cervical LSIL, y otras dos tenian una biopsia extraclinica de CIN 3. EI VPH AR cervical era
AR no 16/18 en dos de ellas y en 4 el tipaje era desconocido. En el ano, una paciente
tenia VPH no 16/18, otras cuatro tenian el 16, y en otra el VPH era negativo para AR,

presentando el VPH 6, de bajo riesgo.

En 4 pacientes la biopsia ha sido normal y en 2 se ha encontrado una NIA de bajo

(Tabla 36 y Figura 21).

Tabla 36. Resultados tras AAR y biopsia.

Biopsia anal N Porcentaje (1C95%)
No realizada 160 96,39 (92,30-98,66)
NIA 1 2 1,20 (0,15-4,28)
Normal 4 2,41 (0,66-6,05)
TOTAL 166 100
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Figura 21. Resumen de la distribucién de resultados del estudio.

I III.LF. Sensibilidad y Especificidad de la AAR:

Se encontrd una sensibilidad del 100%. No se pudo calcular la especificidad debido a
gue no hubo falsos negativos; no obstante, se obtuvo un Valor Predictivo Positivo de

un 33,3% (Tabla 37 y Tabla 38).



Tabla 37. Matriz de decisiones (o tabla 2x2) de la AAR

Biopsia anal Total
NIA Normal (sanos)
Anoscopia (+) 2 4 6
Anoscopia (-) 0 0 0
TOTAL 2 4 6

Tabla 38. Sensibilidad y Especificidad de la Anoscopia
de Alta Resolucién

Anoscopia de Alta Resolucion para NIA

Sensibilidad 100
Especificidad No aplicable*
VPP 33,3
VPN 100

(*) Logicamente. Con mas citologias positivas
seguramente hubiéramos obtenido mayor nimero

de anoscopias negativas, elevando la Especificidad.

III.G. Resultados del analisis actual de una cohorte
de pacientes con lesion cervical VPH dependiente
pasada y ya curada, y la potencial evolucion de
lesion anal no cribada entonces.

Actualmente las pacientes incluidas en la cohorte prospectiva se encuentran en las
fases iniciales de su seguimiento. Cabe preguntarse qué ocurrird con el paso del
tiempo a nivel anal, incluso en el caso de que el actual resultado sea negativo.

Hasta que no se disponga de los datos del seguimiento, se ha realizado una



aproximacion al problema y para ello se ha estudiado a una cohorte de 41 mujeres
que fueron tratadas en la UTGI por lesién cervical por VPH AR entre 2.009 y 2.010
(Tablal6). En la Tabla 39 se ha hecho un analisis de homogeneidad entre la

cohorte prospectiva y la retrospectiva seleccionada.

Tabla 39. Comparacion entre la cohorte prospectiva y la retrospectiva.

Cohorte Prospectiva Cohorte Retrospectiva

(n=165) (%) (n=41) (%)

Edad 38 +/-10 37+/-7 p=0,39
Motivo consulta:

HSIL + LSIL 81 (48,80) 28 (68,28)

ASCUS 16 (9,64) 6 (14,63) p=0,014

Otras 69 (41,57) 7 (17,07)
Biopsias cervicales 117 25

CIN1 41 (31,04) 12 (48,00)

CIN 2 23 (19,66) 6 (24,00) p =0,443

CIN 3+ 16 (31,62) 2 (8,00)
Tabaco (no fumadoras) 96 (57,83) 25 (60,98) p =0,859
Preservativo (no usan) 80 (48,19) 23 (56,10) p=0,388
Parejas sexuales 5+/-4 6+/-6 p =0,17
Pareja estable 96 (57,83) 28 (68,29) p=0,286
Sexo anal (lo practican) 51 (30,72) 8(19,51) p=0,179
Patologia anal 61 (36,75) 15 (36,59) p = 1,000
Historia de Herpes 9(5,42) 1(2,44) p =0,690

e Edad: La edad media de las 41 pacientes fue de 37 afios +/- 7 (mediana de 37 y
rango de 25 a 52) (p=0,531 vs edad de la cohorte prospectiva).

e Motivo de consulta: Los motivos por los que las pacientes fueron remitidas a la
UTGI fueron citologias con resultados HSIL y LSIL en 28 casos (68,30%). Aunque
aparentemente hay una diferencia levemente significativa con la cohorte
prospectiva, cuando se analizan los diagndsticos de las biopsias finales, la

significacion desaparece (p = 0,461).

e Habito tabaquico: 25 mujeres no fumaban (60,98%) vs 57,60% en la cohorte

prospectiva (p=0,683).



e Preservativo: 23 mujeres no utilizan preservativo en sus relaciones, lo que
supone el 56,10% (distribucién no diferente a la cohorte prospectiva

[p=0,641]).

e Ni el nimero de parejas sexuales (6), ni el porcentaje de parejas estables (28
[38,29%]), ni la practica de sexo anal (8 [18,51%)]), ni la historia de patologia
anal (26 [63,51]) ni de herpes (1 [2,44]) mostraron una distribucion diferente

respecto a la de la cohorte prospectiva.

Pues bien, como se ha dicho, a todas estas pacientes, con curacion confirmada de la
lesion cervical VPH dependiente al alta y cuyas caracteristicas clinicas y demograficas
no diferian significativamente de la cohorte prospectiva, se les practicé una citologia
anal en el periodo enero a marzo 2015 (entre 5 y 6 anos después). Ninguna de ellas

presento una citologia anal alterada.



IV. DISCUSION:




Es bien conocido el papel oncogénico del VPH en el desarrollo del cancer de cuello
uterino y en las lesiones precursoras del mismo. Mucha de la informacion respecto a
las lesiones anales por VPH tiene que ser extrapolada del conocimiento de la historia
natural del cancer de cuello uterino. Esta extrapolacion parece razonable dadas las
similitudes histopatoldgicas que comparten ambos carcinomas, incluido el factor

causal comun en ellos, el VPH (260).

Pese a que la incidencia del cancer anal es mucho menor que la del cancer de cuello
uterino, la del ano esta aumentando a nivel mundial, probablemente debido a que no
se han estandarizado guias de cribado y tratamiento para la enfermedad anal, sobre

todo en mujeres VIH negativas (278).

Actualmente, se desconoce la prevalencia de la neoplasia anal intraepitelial en la

poblacion general (260, 261).

El interés del estudio que se ha realizado estriba en las pocas, y contradictorias,
publicaciones existentes relativas a esta prevalencia en el grupo de pacientes con

lesiones intraepiteliales, principalmente, cervicales.

Cada vez hay mas evidencia cientifica acerca de que las mujeres con lesiones del tracto
genital inferior por VPH constituyen una poblacion de riesgo para tener cancer anal
(114, 223, 227, 228, 230, 261, 312, 313). El hecho de que, como dice Edgren (227)
estas mujeres tienen 5 veces mas riesgo de padecer cancer de ano, deberia ser una
evidencia lo suficientemente robusta para desarrollar una guia aceptada de cribado de

lesién anal en esta poblacion.

En relacion con la prevalencia de infeccion por VPH AR en el canal anal, se detecté la
presencia viral en el 64,46% de las pacientes (Tabla 17) y ademads, el tipo mas
frecuente encontrado en el ano fue el AR “no 16/18” (50,47%) (Tabla 18), grupo mas
benigno que el VPH 16. Valari (320) publicé una prevalencia de infeccion anal por VPH
AR en mujeres con lesion del tracto genital inferior del 30%; Lammé (241) del 32,5%;
Palefsky (242): 42%; Sehnal (243): 48,3%; Stier et al (246), en su revision sistematica,
de un 23 a un 36%.



Otros autores como Shvetsov (232) publicaron tasas de infeccion anal por VPH en
mujeres sanas similares a la del cuello uterino (29% cuello vs 27% ano). Este dato
(nuestra mayor prevalencia de infeccion por VPH en canal anal que lo publicado por
otros autores), resulta llamativo y es dificil de explicar, porque supera con creces lo
hasta ahora publicado, y ademas contrasta con la baja prevalencia de citologias anales
alteradas que se han obtenido. La frecuente presencia del virus en el canal anal en las
mujeres del estudio se podria atribuir en parte a determinadas conductas sexuales,
tales como la practica de sexo anorreceptivo: se observd mayor prevalencia de VPH
anal en las que si lo practicaban respecto a las que no, con una OR de 1,94 (74,51% vs
60,00%), si bien es cierto que esta diferencia no resultd estadisticamente significativa

(1C95%: 0,93 —4,05; p=0,08) (Tabla 26).

Respecto a la concordancia del tipo de genotipado viral en cérvix y ano, se detectd que
cuando en cérvix existia un “AR no 16/18” en el 68,57% de los casos también aparecia
en el ano. Por otra parte, cuando se trataba del VPH 16 y/o 18, en el 63,16% también
aparecia en el ano (Tabla 19). Este hallazgo podria apoyar la hipotesis que defienden
algunos autores a favor de que el tracto genital inferior actuaria de reservorio para que
el virus se transmita desde esta localizacion al ano a través de secreciones vaginales o
de la autoinoculacién no sexual (digital) (27, 83). Goodman (321) describié una
concordancia de genotipo de VPH anal tras infeccion por VPH cervical en mujeres
sanas del 20% y también sugirié que tanto el cuello como el ano pueden actuar de

reservorio de VPH.

En cuanto a los factores epidemioldgicos asociados al mayor riesgo de infeccion anal
por VPH (Tabla 40), no se encontrd una asociacién estadisticamente significativa entre
el tabaco, igual que describié Valari (320) o Park (240). Sin embargo, las mujeres de
nuestro estudio fumaban mds que las de la poblaciéon general (42,17% vs 28,3%
respectivamente). Tampoco se encontrd esta asociacion estadisticamente significativa
con las practicas sexuales anorreceptivas, de nuevo coincidiendo con los mismos
autores, Valari (320) y Park (240). Segin Goodman (247), para la adquisicion de la
infeccion anal no es necesario relaciones anales. Sin embargo, otros autores si
describieron al tabaco y al coito anal como factor de riesgo para la infeccion anal por

VPH (2, 27, 98, 185, 219, 221, 223, 277). Ni el nimero de parejas sexuales ni el uso del



preservativo, ni el antecedente de patologia anal benigna (hemorroides o fisura), ni el
de herpes genital se asocid en el estudio de forma estadisticamente significativa con la
infeccidn anal por VPH (Tabla 40). Si que se encontré mayor deteccidon de VPH anal en
mujeres con antecedente de condilomas, con significacion estadistica (Tabla 27 y Tabla
40). Este dato coincide con lo publicado con Daling et al. (322) y posiblemente se deba
a la mayor exposicion al VPH. Park et al. (240), y Sehnal et al. (243) tampoco
encontraron asociacién entre la presencia de infeccién anal y el nimero de parejas
sexuales. Sin embargo, otros autores publicaron lo contrario (2, 27, 98, 103, 185, 219,
277) y en concreto, Ojeda (210) encontré mayor asociacién de infeccion anal por VPH

cuando el nimero de parejas era de mas de cinco.

Como otros autores publicaron (2, 27, 261), se observé una elevada prevalencia de
infeccidon por VPH anal en mujeres con CIN. Era aun mayor (67,33%) (Tabla 30), de lo
gue describié Valari (320)(46%), o Sehnal (239)(42,4%), o Park (240) (52%). En mujeres
sanas de la poblacion general Hernandez (244) publicé cifras bastantes mas bajas, sélo
del 13%. En el estudio, esta proporcion de infeccion anal por VPH estaba
especialmente incrementada, curiosamente, en mujeres con CIN 1 (78,05%), si bien sin
significacion estadistica cuando se compard, uno por uno, con los porcentajes
obtenidos en resultados histoldgicos de CIN 2, CIN 3 o de “normalidad” (p=0,232)
(Tabla 31). Si que se apreciaron diferencias estadisticamente significativas en CIN 1
comparandolo con el resto de resultados histolégicos no CIN 1 (p=0,04) (Tabla 32 y
Tabla 40). Muy posiblemente la explicacion esté en que estos casos sean la expresion
de primoinfeccién en ambos sitios, con facil resolucién espontanea en ambos pasado
el tiempo y, de ahi, la baja prevalencia de lesion anal a pesar de la alta prevalencia de
infeccion viral. Por el contrario, otros autores como Slama (323) publicaron que la
infeccion concurrente era 5,3 veces mas frecuente en las lesiones CIN 2 + comparadas

con el grupo control.



Tabla 40. Factores epidemioldgicos relacionados con la infeccidon por VPH anal.

Factores Significacion estadistica
Edad primer coito 0,29 N.S.
Preservativo 0,41 N.S.

Tabaco 0,33 N.S.

Coito anal 0,08 N.S.

Historia condilomas 0,04 P<0,05
Historia patologia anal benigna 0,18 N.S.

CIN 0,41 N.S.

CIN1 0,04 P<0,05

Dado que la determinacion del VPH es una prueba mas sensible que la citologia para
detectar CIN 2+, seria razonable pensar en el primero como herramienta util en el
cribado de displasia anal. Valari (320) afirmé que la elevada tasa de infeccién anal
hacia del test del VPH una herramienta inapropiada en el cribado primario del cancer
de ano. En nuestro estudio comparando el resultado del Test VPH anal AR con el
resultado de la Citologia anal, se obtuvo una sensibilidad para el test del VPH del
83,3% y especificidad de 36,5% (Tabla 33). Pensamos por lo tanto que el test del VPH
tampoco nos parece una herramienta Util de cribado puesto que, como ya se ha
descrito previamente, mas de dos tercios de nuestra cohorte fue positiva para DNA de
VPH en canal anal y posteriormente, como se verd no se correlaciond con altas cifras

de citologia alterada.

En el estudio, la prevalencia de citologia anal anémala fue baja, de un 3,61% (IC
95%:1,34-7,70) (Tabla 34). Santoso (261) describié una prevalencia de citologia anal
anormal en una poblacion homdéloga a la nuestra (mujeres inmunocompetentes con
infeccion genital por VPH AR) del 5.9%. Incluso en mujeres sanas de la poblacién
general, Holly (277) describio tasas de citologia anal alterada del 8% y Moscicki (230)
del 3,9% (Tabla 41).

|g



Tabla 41. Prevalencia de citologia anal
alterada segun distintos autores.

Citologia anal alterada (%)

Santoso 5,9
Holly 8

Moscicki 3,9
Nuestra cohorte 3,61

No sabemos a ciencia cierta a qué factores se pueden atribuir estos resultados.
Desconocemos cuantas de nuestras citologias anales han sido infradiagnosticadas o, lo
gue es lo mismo, cual es la sensibilidad de la citologia anal en nuestra poblacién.
Pudiera pensarse que se hubieran podido obtener mayor tasa de lesiones anales que
las 2 NIA obtenidas (Tabla 36) de haber podido someter a toda nuestra cohorte a una
AAR. Hay autores que describen un infradiagnéstico de la NIA cuando se utiliza solo la
citologia anal como método Unico de cribado, detectando tan sélo el 35-63% de las
lesiones en comparacién con la biopsia guiada por anoscopia (209, 236, 279). Desde
nuestro punto de vista, realizar AAR a toda paciente con CIN, parece, a todas luces, un
sobretratamiento innecesario y muy probablemente ineficiente. Del mismo modo
opind Darragh (210) cuando afirmaba que muchos ensayos que utilizaban la citologia
anal sin biopsia guiada por AAR podian infravalorar en gran medida la prevalencia de la

NIA (212).

En cuanto a las citologias anales alteradas, no encontramos asociacién ni con el tabaco
(ninguna fumaba), ni con el uso del preservativo, ni con las practicas sexuales
anorreceptivas. Palefsky describié que un 44,5% de mujeres HIV negativas con
displasia cervical y VPH anal no tenian historia de relaciones anales (242), aunque dos
tenian antecedentes de condilomas perianales; Jacyntho (312) ya encontrd asociacién

entre presencia de verrugas perianales y mayo riesgo de lesion anal.

La sensibilidad y especificidad de la citologia anal varia segun los estudios publicados y
su uso como herramienta en el cribado es controvertido. Para Cardinal (278) es un

método facil y barato, util para detectar lesiones de alto grado pero con baja



sensibilidad para detectar lesiones de bajo grado. Describié una sensibilidad de
citologia anal del 70% y especificidad del 93%, y la sensibilidad era mayor para la

deteccion de lesiones de alto grado (84%) que para las de bajo grado (66%).

Santoso (261) publicé tasas de sensibilidad de la citologia anal muy bajas para la
deteccion de la NIA (8%) y alta especificidad (94%). Sin embargo, el estudio de la
agencia de evaluacién de tecnologia de Ontario (265) describié una sensibilidad para
varones VIH negativos, en el escenario mas similar al de las mujeres, del 26-47%, con
especificidad de 81 a 92%. Nathan (282) y Sonnex (236) publicaron una sensibilidad de
la citologia anal del 50% para mujeres VIH negativas. Berry (286) y Palefsky (283)
encontraron mayor sensibilidad de la citologia anal para la NIA de alto grado en
pacientes VIH negativos, del 55%, con especificidad del 81%. Fox (284) describié
sensibilidad y especificidad comparable con la citologia del cuello uterino. Salit (285)
describié una sensibilidad del 84% para resultados ASCUS o mas y especificidad del

91% para lesion de alto grado.

Bean et al (324) afirmaron que la citologia es util en el cribado lesiones anales y
describieron una sensibilidad del 42-98%, y una especificidad del 16-96% (similar a la

de la citologia del cuello uterino) (Tabla 42).

Tabla 42. Sensibilidad y Especificidad de la citologia anal.

Autores Citologia anal. Sensibilidad Citologia anal. Especificidad
(%) (%)

Cardinal 70 93

Santoso 8 94

Ontario 26-47 81-92

Berry 55 81

Palefsky 55 81

Salit 84 91

Bean 42-98 16-96




Otra posible reflexiéon sobre la baja prevalencia de citologias anales alteradas en
nuestra poblacion a estudio, podria atribuirse al hecho de que la interpretacion de la
citologia anal es mucho mdas compleja que la del cuello uterino. La contaminacién por
material fecal, asi como la presencia de abundante flora cocobacilar podria dificultar la
interpretacion de la muestra. Pero esto debe ser comun a las experiencias de otros
autores. También podria argumentarse la falta de celularidad en la muestra anal,
aunque en nuestro estudio, de un total de 228 citologias (si sumamos las 166 tomadas
a las pacientes en la primera visita, mas otras 62 realizadas en el seguimiento), sélo en
una se informd de material insuficiente, lo que supone un 0,68% del total (IC95%; 0,02-
3,76%). Se acepta como adecuado un porcentaje de muestras de citologia anal
insuficientes para el diagndstico del 9-17% (280). Lammé (241) seiiald el limite en un
15% de muestras anales insuficientes. Algunos autores sugieren que el mayor nimero
de citologias con material insuficiente podria expresar que la exfoliacion de las células

del epitelio del ano es menor (320).

Nuestra N poblacional fue calculada en base a la prevalencia de lesién anal publicada
por otros autores, presuponiendo que se iba a encontrar una prevalencia que rondaria
entre un 10 y un 20%. De las 166 mujeres, sélo hemos obtenido dos lesiones anales
confirmadas con biopsia guiada por anoscopia (1,20%; IC 95%: 0,15-4,28) (Tabla 36),
mientras que lo que hay publicado en mujeres inmunocompetentes con lesion del
tracto genital inferior, o sea, poblacion homdloga a las mujeres de nuestro estudio, son
tasas del 9% (240), 12% (261), 17,4% (312), 17,6% (241) y del 19% (254). Holly et al
(277) describieron una prevalencia del 8% de NIA en mujeres VIH negativas, con o sin
displasia del tracto genital inferior. El grupo de trabajo de Scholefield (313), el de
Jacyntho (312) y el de Santoso (261), sometieron a todas sus pacientes a AAR, aunque
no fue asi en el estudio de Lammé (241) y de Park (240) que, como nosotros, sélo
derivaban a anoscopia a aquellas mujeres cuyo resultado citoldgico habia sido
anormal. En nuestro trabajo, obtuvimos una sensibilidad del 100% y un VPP de un
33,3% (Tabla 38). Santoso (261) describié una sensibilidad de la AAR del 100% y una
especificidad del 71% y concluyé que la AAR es un test de cribado mejor para la NIA

gue la citologia, dada la mayor sensibilidad de la primera.



Creemos que la baja prevalencia de lesién anal en nuestra cohorte, aun teniendo alta
tasa de infeccidn viral, podria explicarse fundamentalmente por la menor agresividad
de la variante europea del VPH 16 respecto a la afroamericana o la asidtica (hasta 5
veces menos progresion a CIN) (23), asi como por lo efimera que resulta la presencia
del virus VPH en el ano. Valari encontré menor expresion de E6 y E7 en el epitelio anal
comparado con lo que observd en el cuello uterino y este dato podria justificar la
menor prevalencia de lesion de alto grado anal, sospechando que la zona de
transformacién anal no es tan susceptible a la carcinogénesis como la del cuello
uterino (320), lo que también se pone evidencia por la menor prevalencia del cancer
anal respecto al cuello uterino. En nuestro caso y pese a una mayor proporcion de
mujeres con VPH de alto riesgo en el ano, la mayoria son “no 16/18” (50,47% de todos

los VPH) y no “VPH 16” (Tabla 18), como refiere la literatura (86, 96, 250, 325).

Podria, por otra parte existir una sinergia entre ambos factores (resistencia anal y
menor agresividad de los VPH) y adicionalmente, factores externos como son los
habitos dietéticos, que podrian ejercer efecto protector. En ese sentido, hay
publicaciones que mencionan los efectos beneficiosos de la dieta rica en folatos y

verduras en el cancer de cuello, y que podriamos extrapolarlo al ano (187, 189-191).

Otra posible causa protectora de displasia anal podria atribuirse a las caracteristicas
propias del ecosistema de la mucosa anal, que actuaria de barrera frente a los efectos

carcinogénicos del VPH.

Las dos lesiones anales histolégicamente demostradas estaban precedidas por un
resultado citoldgico anal de ASCUS (Figura 21). Moscicki et al (88) apuntaban que
citologias anales ASCUS generalmente se asociaban a lesiones intraepiteliales

confirmadas con biopsia.

Lo que resulta evidente, dada la elevada incidencia de VPH y la muy baja de displasia
anal, es que la transformacién displdsica se encuentra muy notoriamente disminuida
en nuestra cohorte de mujeres, ya sea por factores que disminuyan la patogenia del
virus, que no ya la infectividad, o por factores protectores locales que sean capaz de

frenar esa actividad oncogénica. Obviamente, pasado el tiempo, cabe pensar que



alguna paciente actualmente negativa para NIA pueda, en caso excepcional de persistir

el VPH en ano, desarrollar NIA.

En la actualidad no existen guias de cribado del cancer anal en poblacién femenina VIH
negativa (261). Si que existen en las VIH positivas, que deberian someterse a una
citologia anal anual. Algunos autores han propugnado esta misma linea de actuacién
para mujeres inmunocompetentes con displasia cervical (273).
En nuestro estudio es cierto que las citologias anales positivas son pocas. Y de las
negativas, pendientes de seguimiento, no sabemos su futuro. Sin embargo, en el
analisis retrospectivo realizado para intentar hacer un calculo de lo que les puede
suceder dentro de 4-5 afios, siendo una poblaciéon similar (Tabla 39), las citologias

anales se muestran negativas.

Ciertamente, en contra de los esperado, en mujeres con patologia cervical VPH
dependiente hemos detectado alta tasa de presencia de VPH AR (64,46% de las
mujeres con lesidon en cérvix) (Tabla 17), una baja tasa de citologias anales alteradas

(3,61%) (Tabla 34) y apenas 2 lesiones histolégicas demostradas (Tabla 36).

Posiblemente sean necesarios mas estudios que confirmen esta casuistica y después
puedan derivarse otros que puedan establecer, con ello, la relacién coste-efectividad
del cribado de displasia anal en mujeres con neoplasia ginecoldgica relacionada con la

infeccion del VPH.

Una limitacidon de nuestro estudio es, debido a una prevalencia menor de alteraciones
citologias anales de lo esperado, un tamafio muestral reducido, y por lo tanto, la
imposibilidad de encontrar asociaciones estadisticamente significativas en muchos de
nuestros resultados. Otra ha sido el no conocer la sensibilidad de la citologia anal, ya
gue para ello tendriamos que haber realizado a todas nuestras pacientes anoscopia.
Finalmente, seria interesante un seguimiento a mas largo plazo de aquellas pacientes

con persistencia viral en el ano (Cuadro 4).



Cuadro 4. Limitaciones del estudio.

Limitaciones de nuestro estudio ‘

0 Uso de distintas técnicas de deteccion de VPH.
Tamafio muestral pequefio para la prevalencia citoldgica obtenida.
Desconocimiento de la sensibilidad de citologia anal.

No realizacion de AAR a toda la cohorte.

O O O o©O

Falta de seguimiento a largo plazo.

Precisamente en respuesta a esta Ultima incégnita, hemos realizado un estudio parcial
retrospectivo de una cohorte de pacientes que hace 5 anos padecieron lesidn
histolégica cervical (Tabla 39). Se podria hipotetizar que, pasados unos afios, estas
mujeres podrian haber desarrollado lesidon anal. Pues bien, siendo una cohorte
homogénea respecto a la del estudio prospectivo, en ninguna de ella se encontré

citologia alterada.

Con este estudio prospectivo que hemos realizado, creemos haber demostrado que,
en nuestro entorno, cuando en una paciente hay una lesion VPH dependiente en
cérvix, se da una alta prevalecia de test VPH positivo AR en el ano, asi como un escaso
numero de citologias anales positivas y una reducidisima presencia de lesidon
histoldgica anal. La concordancia viral cérvix-ano es considerable y los unicos factores
de riesgo significativos para padecer infecciéon por VPH AR anal, en estos casos, es la
presencia de condilomas anales y el CIN 1. Esto parece demostrar que
mayoritariamente se trata de infecciones concomitantes. La evaluacién de una cohorte
de pacientes similar a la estudiada, actualmente dadas de alta, pero con el diagndstico
histolégico de lesidn cervical hace 5 afios, demuestra que no hay riesgo acumulado,
posiblemente por un aclaramiento viral anal muy alto, demostrando lo efimero de
dicha infeccidon en la mayoria de las ocasiones. Por todo ello creemos que queda
demostrado que no hay necesidad de establecer planes de Cribado anales en mujeres
inmunocompetentes. Posiblemente sean necesarios mas estudios, con seguimientos a

largo plazo, que puedan corroborar nuestras afirmaciones



V. CONCLUSIONES:




La prevalencia de displasia anal en mujeres de nuestro estudio,
inmunocompetentes con lesidn del tracto genital inferior por infeccion por VPH
es muy baja, contrariamente a lo publicado en la literatura, donde se refiere a

esta poblacién como de riesgo para lesiones anales y cancer de ano.

El 64,46% de mujeres con infeccion cervical por VPH, presentd el virus en el
canal anal, proporcion especialmente elevada en comparacion con lo

publicado.

A pesar de la alta tasa de infeccidén anal por VPH la tasa de citologias alteradas

en esta poblacién es muy reducida (3,61%)

Factores de riesgo como el antecedente de CIN1 o de condilomas anales se

correlacionaron con mayor tasa de infeccidon anal por VPH.

Factores como recepcidn de sexo anal, tabaco, nimero de parejas sexuales, uso
de preservativo o patologia anal benigna, no se correlacionaron con mayor tasa

de infeccion anal por VPH.

No creemos justificado realizar cribado de lesiones anales con citologia en
nuestro Departamento de Salud a las mujeres con lesién cervical VPH

dependiente, por su baja prevalencia.

Se necesitan mads estudios prospectivos que evallen si mujeres con lesidn del
tracto genital inferior por VPH, deberian someterse a cribado rutinario para la

prevencion de cancer anal.

Si en el futuro otros estudios confirmaran nuestros resultados, no seria
necesario disefiar programas estandarizados y universales del cribado de

displasia y carcinoma anal.



VI. ANEXO




ENCUESTA

FACTORES DE RIESGO

é Esta infectada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH)?

¢ Esté recibiendo tratamiento inmunosupresor?

¢ Padece alguna enfermedad cronica?

é Padece enfermedad de Crohn?

¢Es Ud. Adicta a drogas por via parenteral?

¢ Padece Ud. Hepatitis B o C?

¢ Padece Ud. Patologia anal benigna? (hemorroides, fisura anal)

En caso afirmativo, de que tipo:

sid
sid
sid

¢ Padece o ha padecido Ud. condilomas perianales?

¢Padece o ha padecido Ud. Herpes genital?

HABITOS DE VIDA

¢Es Ud. Fumadora? SICO NO O

sid

sSIO No O
SO No[O
sIO No O
sSIO No O
NO [
NO O
NO O

sSIO No O
NO O

¢ Cuantos cigarrillos/dia?

¢ Utiliza habitualmente preservativo? SO NOOAVECES O

¢ A que edad inicido Ud. Relaciones sexuales?

¢ Cuantas parejas sexuales ha tenido a lo largo de su vida?
¢Tiene Ud. Pareja estable? SI1 0 NO [

En caso afirmativo, ¢ Cudntos afios lleva con ella?

¢ Practica Ud. Sexo anal? sSIO NOO

En caso afirmativo, ¢ Con que frecuencia anual?

|L
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