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PRINCIPALES ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EL TEXTO

AAR: Anoscopia de Alta Resolucién (HRA, en inglés HRA)

AIN: del inglés Anal Intraepithelial Neoplasia

ASCUS: del inglés, Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance
ASC-H: del inglés, Atypical Squamous Cells suggestive of high-grade SIL
CA: Cancer anal

CC: Cancer Cervical

CECAI: Carcinoma Escamo Celular Anal Invasivo

Cl: Carcinoma in situ

CIN: del inglés, Cervical Intraepithelial Neoplasia

HSH: Hombres que tienen Sexo con Hombres.

HSIL: del inglés, High-grade Squamous Intraepithelial Lesion

HSM: Hombres que tienen Sexo con Mujeres.

IP: Inhibidores de la Proteasa.

IFR: Infrarrojos.

ITS: Infeccion de transmisidn sexual

LSIL: del inglés, Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion

ORL: Otorrinolaringologia, referente a la patologia de cabeza y cuello
SIDA: Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida.

TAR: Tratamiento Antirretroviral.

TARGA: Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad.

VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VHB:

VHC: Virus de la hepatitis C

VPH: Virus del Papiloma Humano.
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1. RESUMEN
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Los pacientes infectados por VIH han visto incrementar su esperanza de vida en
las dltimas décadas, gracias principalmente a los avances en el tratamiento de esta
infeccidon. El tratamiento antiretroviral de gran actividad (TARGA) ha cambiado
radicalmente el prondstico de la infeccion consiguiendo una cronicidad de Ia
enfermedad y un seguimiento de los pacientes a largo plazo [1], [2]. Este aumento en |a
expectativa de vida ha conllevado un aumento del riesgo de desarrollar otras patologias

infecciosas y/o neoplasicas.

El cdncer anal es uno de los canceres no definitorios de SIDA mas frecuentes en
pacientes VIH [3]. Su incidencia ha incrementado en las Ultimas décadas. La mayoria de
los articulos publicados hasta la fecha atribuyen este incremento de incidencia
especialmente a hombres que tienen sexo con hombres (HSH) y su relaciéon con la
infeccidon con el virus del papiloma humano (VPH)[4], pero poco hay descrito sobre

mujeres VIH referente a este tipo de cancer.

Se pueden establecer similitudes entre el cadncer anal (CA) y cervical (CC). En
ambos casos, previo al diagndéstico de cdncer infiltrante se pueden hallar lesiones
premalignas. También comparten los dos tipos de cdncer una relacion bien establecida
con el VPH, se puede detectar el virus en el 100% de los canceres cervicales y en el 90%
de los anales[5][6], en concreto los tipos 16 y 18 se hallan en el 71% de los CCy 87% de
los CA[7]. Por esa razoén el programa de screening con citologia cervical ha sido adaptado

al canal anal. Asi, los pacientes con cualquier anormalidad en la citologia anal se le
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realiza una anoscopia de alta resolucién (AAR) en busca de lesiones identificables que

se puedan biopsiar para su confirmacidn histolégica[8].

De todas formas, el beneficio clinico y la eficacia del screening de displasia anal
estd aun por demostrar con estudios prospectivos aleatorizados. Ademas, gran parte de
la literatura publicada respecto a esta patologia es en el grupo de pacientes HSH VIH

positivos.

En el trabajo de esta Tesis doctoral intentamos aportar a la bibliografia datos
objetivos para defender la importancia de cribar y tratar a las mujeres en referencia a la

infeccidn por el virus del papiloma en el ano y la displasia anal.

A continuacion, realizaremos un repaso del estado actual de los temas que
hacemos referencia en nuestro trabajo y procederemos a definir la infeccidn por el virus
de lainmunodeficiencia humanay el virus del papiloma humano. Ademas, explicaremos
mas concretamente la infeccion de ambos en el canal anal y su relacion con la displasia
anal y el cancer de ano. Finalmente, analizaremos la coinfeccion de ambos virus en el

caso particular de las mujeres en el drea anogenital.
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2.1. INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA

El virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) es un retrovirus del cual existen
dos tipos (HIV-1 y HIV-2) similares entre si, que afectan a los linfocitos CD4+
comprometiendo la inmunidad celular, aumentando el riesgo de infecciones

oportunistas y otros canceres.

El Sindrome de la Inmunodeficiencia Humana (SIDA) fue descrito en el afio 1981
por primera vez[9]. En un inicio se relaciond con hombres HSH, pero en seguida
aparecieron casos que afectaban tanto a hombres HSM como mujeres usuarios de
drogas por via parenteral, pacientes que habian recibido transfusiones previamente e
hijos de madres infectadas. Pronto se empezd a buscar a un virus como agente causal
de la enfermedad, por su epidemiologia y forma de actuar, y finalmente en 1983 se logré

identificar el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)[10].

2.1.1 EPIDEMIOLOGIA Y TRANSMISION

La infeccion por el VIH se ha convertido en una epidemia mundial llegando a los
38 millones de infectados en 2019 [11], siendo el continente africano el mas afectado
de todos, especialmente los paises subsaharianos con seroprevalencias que pueden
superar el 20% [12]. La via heterosexual sigue siendo la forma de transmision mas
frecuente a nivel mundial. Se trata de una de las causas de muerte mas importantes en
el mundo llegando a cerca de 700.000 personas en el 2019, aunque el numero de

muertes anuales se reduce afio tras afio [11].
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Los datos a nivel estatal, segln el Plan Nacional de SIDA [13], muestran 3244
nuevos casos diagnosticados en el 2018. El principal mecanismo de transmisién fue el
contacto sexual (56,4% debido a transmision HSH y 26,7% via heteresoxual). Del total
de nuevos diagnosticados 85,3% fueron hombres con una media de edad de 36afios y
mas de un tercio de ellos nacidos fuera de Espana. Otros mecanismos de transmision
como el uso de drogas por via parenteral o la transmision vertical representaron el 3,2%

y el 0,1% respectivamente.

2.1.2 HISTORIA NATURAL DE LA INFECCION POR VIH

La infecciéon por VIH puede variar desde la infeccidon asintomatica hasta la
inmunodeficiencia grave. El VIH causa un deterioro del sistema inmune progresivo

debido a su efecto sobre los CD4+.

Después la primoinfeccidon se produce una intensa viremia que resulta en la
destruccion de los linfocitos CD4+. En contraposicidn se crea una respuesta inmune para
luchar contra el virus que consigue inicialmente un descenso de la viremia, entrando asi
en un estado asintomatico que puede durar afios. Adn y asi, el virus continla
replicdndose y provocando un descenso paulatino de los CD4+ llegando asi a una ultima
fase con elevada carga viral y bajos niveles de CD4+ que permiten la aparicidon de
infecciones oportunistas y tumores definitorios de SIDA. Previo a las terapias actuales la
evolucién a SIDA podia durar 10 afios y una vez instaurada esta etapa la esperanza de

vida era de 2 afnos.

La infeccién por VIH se puede clasificar segun las cifras de CD4+ y unas categorias
clinicas (A, B y C)[14]. La categoria A incluye la primoinfeccion clinica, la fase
asintomatica y la linfadenopatia generalizada persistente (LGP). La categoria B incluye

aquellas infecciones que se manifiestan al inicio de la fase avanzada cuando el deterioro
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inmunolégico aun no es muy grave. Finalmente, la categoria C donde aparecen
infecciones oportunistas de patégenos o tumores que no suelen aparecer en pacientes

inmunocompetentes. Es esta Ultima categoria la que se considera SIDA.
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Tabla 1. Clasificacion de la infeccidn por VIH. [14]

Categorias clinicas

A B
CD4+ Asintomatico, Sintomatico
primoinfeccion, No A niB
LGP
1.500/mm3 Al B1
2.200-499/mm3 A2 B2
3.<199 A3 B3

SIDA

C1
Cc2
C3

20



2.1.3 TRATAMIENTO Y EVOLUCION DE LA INFECCION POR VIH EN LA ERA TAR

La historia natural de la infeccién por el VIH durante los primeros afios de la
epidemia difiere en gran medida con la actualidad. Los tratamientos para controlar la
infeccion han evolucionado considerablemente desde la introduccion de los primeros
farmacos que inhibian la replicacion viral al actuar sobre la retranscriptasa inversa [15].
Asi los pacientes infectados por el VIH, hoy en dia, se benefician de un aumento en la

esperanza de vida [2][16].

La evolucién de la historia de la terapia antiretroviral cambié radicalmente desde
1996, cuando se introdujo la terapia triple. Hasta entonces los tratamientos en
monoterapia con inhibidores de la retrotranscriptasa inversa no habian conseguido un
efecto prolongado en el tiempo. La introduccion de la combinacidn de tres farmacos
(dos inhibidores de la retrotranscriptasa inversa andlogo de los nucledsidos, mas un
inhibidor de la proteasa o un inhibidor de la retrotranscriptasa inversa no analogo de los
nucleétidos) supuso una gran mejoria con respecto al control de la replicacién viral, por
eso a esta terapia se la denomind tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA).
Con el TARGA los pacientes disminuyen la morbimortalidad secundaria a la
inmunodepresion recuperando en buena parte su sistema inmunoldgico vy
disminuyendo en gran medida la presencia de infecciones oportunistas[17]. Si bien es
cierto, a pesar del buen control de la replicacion viral esta terapia no consigue la
eliminacion del virus por lo que la infeccidon del VIH se ha convertido en una infeccién

cronica.

Precisamente debido a la cronicidad de la infeccidn otras patologias han cobrado
protagonismo en la evolucién de la enfermedad[18]. Mientras en las décadas de los 80
y 90 las infecciones oportunistas y los cdnceres definitorios de SIDA eran las principales
causas de mortalidad de los pacientes con SIDA, hoy en dia la aparicién de otras

patologias propias del envejecimiento ha cambiado el futuro de la infeccidn. En
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comparacion con la poblacién general, los pacientes con VIH presentan mayor numero
de comorbilidades a edades mds tempranas [18]. Igualmente, se ha observado un
aumento en la aparicion de cdncer en esta poblacidn [19]. No precisamente a expensas
de las neoplasias definitorias de SIDA, sino a canceres presentes también en la poblacién
general pero que debido al envejecimiento de la poblacion VIH y a la coinfeccidon con
otros virus y/o patdgenos con potencial oncogénico (VHC, VHB, VPH, virus Epstein-Barr)
se desarrollan ahora con mayor frecuencia (Neoplasias no definitorias de SIDA). Sin
olvidarnos de otros factores de riesgo relacionados como el consumo de téxicos, alcohol

o tabaco [20][21].

Ante este paradigma se ha instaurado un cambio en el control y tratamiento de
nuestros pacientes, ofreciendo un control de las comorbilidades de los pacientes e
introduciendo programas de cribado de los canceres que son altamente prevalentes en

la poblacién seropositiva, como podria ser el cdncer de ano.

2.2 INFECCION POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

El virus del papiloma humano (VPH) pertenece al género Papilomavirus de la
familia Papovaviridiae y representa una de las infecciones de transmision sexual (ITS)
mas frecuentes en la poblacidn general. Se trata d un virus sin cubierta de unos 60nm
de diametro con una capside icosaédrica con un genoma de ADN de doble cadena. Este

virus tiene especial tropismo por epitelios escamosos propios de piel y mucosas.

El genoma del virus contiene 10 regiones codificantes, denominadas zonas
abiertas de lectura (ORFs de sus siglas en inglés), que codifican enzimas involucradas en
la produccién de diferentes particulas del virus. Diferenciamos con una E aquellas
proteinas no estructurales de expresién temprana (“early”) y con una L aquellas que
codifican proteinas estructurales de expresion tardia (“late”). Las proteinas E6 y E7

tienen importancia en la génesis tumoral al interactuar con proteinas supresoras de
22



tumores. La proteina E6 se une e inactiva a p53, una proteina muy importante que
detecta regiones dafiadas del ADN celular inhibiendo el ciclo celular e induciendo la
apoptosis de la célula. La proteina E7 altera la funcion de la proteina del retinoblastoma
(pRB), otra proteina codificada por un gen supresor de tumores con la capacidad de

frenar el ciclo celular.
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Imagen 1. Organizacién del genoma viral del VPH, tipos de proteinas y funcion.
Adaptado de Harden, M. E. et al. Human papillomavirus molecular biology. [22]

HPV16 PROTEIN FUNCTION

origin binding protein, ATPase-dependent helicase
involved in genome replication

E2

regulator of viral gene transcription, association with
E1 (origin binding), viral genome partitioning

E4

expressed abundantly as E1*E4 fusion protein,
cytokeratin network destabilization, virus release and
transmission

E5

small transmembrane protein, interacts with EGF
receptor activating mitogenic pathways

E6

drives cell cycle allowing genome amplification in
upper epithelial layers, association with EGAP and
degradation of p53, PDZ-protein binding, hTert
activation

EARLY REGION: proteins necessary for viral
replication

E7

drives cell cycle allowing genome amplification in
upper epithelial layers, association with and
degradation of pRB, mitotic mutator

LATE REGION: viral capsid proteins

expressed as E8"E2 fusion protein, acts as a
repressor of transcription and replication during the
viral life cycle

LONG CONTROLREGION: sequences
controlling viral replication & transcription

L1

major capsid protein, assembles into pentameric
capsids forming the icosahedral virion (prophylactic
vaccines)

minor capsid protein, involved in viral DNA
encapsidation, facilitates viral entry and trafficking
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2.2.1 EPIDEMIOLOGIA

El VPH es una de las ITS mas comunes, Mas de un 80% de la poblacion
sexualmente activa contraera VPH durante su vida. La primoinfeccién suele ocurrir en
las primeras décadas de la vida, en cuanto el individuo empieza a tener relaciones
sexuales. La mayoria de estas infecciones son aclaradas por el sistema inmunes y el virus

es eliminado en cuestién de meses, por tanto, suelen se asintomaticas [23].

La infeccidn por VPH causa mas del 5% de los canceres diagnosticados en la
poblacién mundial. Doce genotipos de VPH (VPH16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56,
58 i 59) se incluyen dentro de la categoria de alto riesgo oncogénico definida por la
Agencia Internacional para la Investigacion sobre el Cancer. El VPH se asocia al 100% de
los canceres de cuello de Utero y una proporcidn muy significativa de carcinomas de
orofaringe (25%) y otros carcinomas anogenitales, como los carcinomas de ano (88%),
vagina (74%), pene (33%) y vulva (29%). Los genotipos 16 y 18 se relacionan con el 65%

de lo canceres cervicales, de hecho, el 16 por si solo causa entre el 40-54% de ellos [24].

La infeccion por VPH también se asocia a otras lesiones de la piel o la mucosa
genital como condilomas acuminados, los papilomas benignos o enfermedades como la
papilomatosis respiratoria recurrente. Estas lesiones benignas tipo condilomatosa se

relacionan mas frecuentemente a los genotipos 6y 11.

2.2.2 COINFECCION CON EL VIRUS DEL VIH

La incidencia del VPH y las lesiones asociadas a este es mayor en la poblacidn
infectada por el VIH en comparacion con la poblacién general [25]. Una vez establecida

la infeccidn por VPH la alteracién en la inmunidad causada por el VIH puede reducir el
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aclaramiento viral y, en Ultima instancia, contribuir al desarrollo de las lesiones
asociadas al VPH (tanto benignas como malignas). Sin embargo, las interacciones
directas e indirectas entre el VIH y el VPH también pueden jugar un papel importante

en la infeccidn inicial del epitelio por el VPH.

A diferencia de otras patologias asociadas al HIV, la incidencia de las lesiones
neoplasicas y preneoplasicas asociadas al VPH no han disminuido desde la
introduccion del TARGA, mas bien al contrario, como es el caso del cdncer escamoso
anal que ha aumentado en las Ultimas décadas [26]. Algunos estudios han demostrado
la eficacia del TARGA para el aclaramiento del VPH, tanto en cérvix como en ano, pero

aun y asi sigue siendo alta en los pacientes infectados por VIH [27].

La infeccion por VIH favorece al VPH a nivel molecular y celular durante las
diferentes fases del ciclo del VPH: |la penetracién del VPH en la célula diana, la replicacién

del VPH, asi como en pasar desapercibido por el sistema inmune.

En la fase inicial, la entrada del VPH a la capa basal del epitelio requiere de alguna
disrupcion o brecha. Probablemente Ila coinfeccion con VIH pueda conllevar
disrupciones en el epitelio, favoreciendo asi esta entrada [28]. Dos proteinas del VIH
podrian jugar un importante rol en esta etapa: Tat y gpl120. Tat es una proteina
transactivadora que activa la sefalizacion de las proteinas quinasas activadas por
mitégenos y e integrinas (MAPK) que a su vez pueden alterar las uniones endoteliales y
epiteliales a través de la internalizacidn aberrante de las proteinas TJ del epitelio (tight
junctions). La gp120 del VIH es una proteina de la envoltura que se une a la galactosil
ceramida de las células epiteliales e induce la elevacidn del calcio intracelular y activa la
proteina quinasa C (PKC). PKC activa otras proteinas quinasas que finalmente lleva a la
disrupcion de las proteinas TJ epiteliales. Durante la replicacién viral del VPH, la proteina
Tat mejora significativamente la transcripcion del VPH y, por tanto, la expresion de los
oncogenes E del VPH y las proteinas de la capside L en cultivos celulares [29]. Para

escapar de la vigilancia inmunolégica, el VPH puede inducir un cambio en la polarizacién
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de las células T helper, de Th1 (inmunidad celular) a Th2 (inmunidad humoral) [30]. Lo
hace regulando a la baja la expresion de moléculas de clase | del Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) y reduciendo la funcion de las células presentadoras de
antigeno intraepiteliales, lo que puede causar una falta de polarizaciéon Thl desde el
comienzo de la infeccién por VPH. De manera similar, la progresion de la infeccién por
VIH a SIDA se ha asociado con la polarizacién del perfil de citoquinas Th2 en la secrecion

cervicovaginal [31], lo que podria contribuir a la persistencia de la infeccién por VIH [32].

Desde un punto de vista clinico, el VIH también favorece a la infeccién del VPH.
Ambos virus comparten una misma via de infeccion, la transmisién sexual, asi como
factores de riesgo comunes: relaciones sexuales sin proteccion y multiples parejas
sexuales[33]. Ademas, el compromiso de la inmunidad por el VIH favorece cargas virales
de VPH mayores que las personas no infectadas por VIH. Esto favorece a la infeccion y
reinfeccion por multiples tipos de VPH concomitantes, menor eliminacién vy
aclaramiento del VPH y por tanto una infeccidn persistente y cronica. La reactivacion de

la infeccion latente también es mas frecuente en paciente VIH positivos[34].

Por esta razdn, la tasa de incidencia y prevalencia del VPH es mayor entre los
pacientes infectados por el VIH. Asi encontramos prevalencias del 78% en poblaciones
de HSH VIH +, de los cuales casi el 65% tenian infeccion por VPH de alto riesgo
oncogénico, en comparacion con HSH VIH — donde encontramos un 60% y un 45%
respectivamente. También las infecciones por multiples genotipos son mas frecuentes

en los HSH VIH+ (66% vs. 39%) [35].

En nuestra poblacion, datos de la cohorte CARH.MEN (CAn Ruti HIV+ Men) de
538 HSH y 195 HSM, podemos encontrar prevalencias en canal anal del 73% (84% HSH
y 42% HSM) de los cuales el 68% era por multiples tipos de VPH. El VPH 16 es el mds
frecuente (31% de HSH y 11% de HSM). En cuanto a las mujeres infectadas por el VIH de
nuestra poblacién, el 59% de ellas tiene presente el VPH en el canal anal y el 29%

presenta coinfeccion multiple [36].
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2.2.3 DIAGNOSTICO DE LA INFECCION POR VPH

En la mayoria de los casos la infeccidn por el VPH es asintomatica, transitoria y
puede pasar desapercibida, por lo que su diagndstico puede resultar dificil a no ser que
pensemos en ello y vayamos a buscarlo directamente. La infeccion por el VPH se puede
diagnosticar por diferentes medios: medios directos como las técnicas moleculares

(PCR) o indirectos como la citologia o histologia.

Existe innumerables pruebas directas para la deteccidén del virus en muestras
tomadas del paciente (del area anogenital, oral, ...), la mayoria se basan en reacciones
en cadena de la polimerasa (PCR) que amplifican la presencia de ARN mensajero de los
oncogenes E6 y E7. Estas pruebas tienen una gran sensibilidad para detectar el virus,
sobretodo en los casos que se han desarrollado ya lesiones premalignas. Esta técnica
ademas nos da informacién sobre el genotipo o genotipos de VPH implicados en la

infeccion.

Hay otros métodos indirectos que se basan en hallazgos de cambios
morfoldgicos creados por el VPH en los epitelios infectados. La citologia es el método
mas utilizado normalmente. Se trata de un raspado con un bastoncillo para la obtencion
de células del epitelio que queremos examinar (cérvix, ano, pene, ...), luego al examinar
al microscopio se pueden detectar alteraciones morfoldgicas que son inducidas por la
propia infeccidn por el VPH a nivel celular. En funcién de los hallazgos de la citologia se
puede proceder a una visidon directa con camaras de gran aumento y alta resolucion
(colposcopia o anoscopia alta resolucion) que permiten observar cambios

macroscopicos en los epitelios examinados, también inducidos por el VPH [37].
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Tabla 2. Enfermedades causadas por VPH. Adapatado de Biologia del Virus del

Papiloma Humano y técnicas de diagndstico [38]

Grupo clinico-patolégico

Grupo cutaneo

Grupo de la
epidermodisplasia
verruciforme

Grupo mucosotrépico

Tipos virales
1,4
2,26,28,28,38,49, 57, 60,
63, 65
3, 10, 27
7
S5y 8*
9,12, 14, 15, 17, 19-25,
36, 37, 46-50
13,32

6,11

42-44, 53-55, 62, 66

16, 31, 33, 35, 52, 58, 67

18, 39, 45, 59, 68

Lesidn producica
Verrugas plantares

Verrugas vulgares

Verruga plana
Condiloma de Butcher

Lesiones Maculares

Hiperplasia epitelial focal
(enfermedad de Heck)
Condiloma acuminado,

LIEBG, Papilomas laringeo

y conjuntival
Principalmente LIEBG

LIEBG, LIEAG, carcinoma

escamoso invasor

LIEBG, LIEAG, carcinoma

escamoso y glandular

*Tipos virales asociados a epidermodisplasia verruciforme con progresion a

carcinoma

LIEBG: Lesion intraepitelial de Bajo Grado

LIEAG: Lesidn intraepitelial de Alto Grado
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2.2.4 PATOLOGIA RELACIONADA CON LA INFECCION POR VPH

Como ya hemos ido introduciendo el virus del papiloma humano puede crear
diferentes tipos de lesiones en los epitelios que infecta, y esto viene dado por el tipo de
VPH infectado. Dentro de estos habra genotipos que tienden a dar lesiones benignas y
otros genotipos que puede desarrollar lesiones premalignas con la tedrica progresién a

cancer posterior [38].

ANOGENITAL

Las verrugas genitales o condilomas y las lesiones intraepiteliales o displasias son
los diagndsticos mas frecuentes del area anogenital[39]. Ambas son causadas por los

genotipos de VPH con tropismo por mucosas[40].

Los condilomas se tratan de la lesién benigna mas frecuente causada por el
VPH[41]. Se expresan en forma de verrugas que pueden aparecer en el drea genital, anal
o perineal. Si bien los genotipos causantes de esta enfermedad, el 6 y el 11, son de bajo
riesgo oncogénico, la coinfeccidén por otros tipos de VPH hace que se pueden aislar en

lesiones neoplasicas[42].

El 28% de pacientes VIH-HSH presentan condilomas anales, asi como el 15% de
los VIH-HSM en nuestra poblacion [43]. Tener condilomas anales esta asociado a un
mayor riesgo de tener prevalencia de citologia anormales (83% vs. 32% de los que no

tienen condilomas) y de tener displasias de alto grado en el canal anal (9% vs. 3%) [43].

Una patologia menos frecuente que se expresa como condilomas gigantes es el
Tumor de Bushcke-Lowenstein. Se trata de un tumor histolégicamente bien

diferenciado, pero que debido a su elevado potencial de destruccidon local puede
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mostrar un comportamiento maligno, sin propensidon a metdstasis[44]. Tiene un alto

indice de recurrencia local y ocasionalmente puede malignizar a carcinoma escamoso.

En ocasiones, a la exploracion, podemos encontrar lesiones hiper e
hipopigmentadas en la regidn perineal y perianal. Se tratan de lesiones también
relacionadas con el VPH, esta entidad se denomina Enfermedad de Bowen[45].
Normalmente esta patologia afecta a piel y mucosas y se relaciona con la exposicion
solar, ocasionalmente puede afectar a la zona anogenital. Se trata de lesiones
preneoplasicas provocadas habitualmente por los VPH 6, 11, 16 y 18 y pueden
evolucionar a carcinoma escamoso (en este caso se relaciona mas a VPH 16 y 18), el

riesgo es mayor en pacientes infectados por VIH[46].
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Imagen 2. Condilomas anales (flechas). No confundir con papila hipertréfica en la

derecha (asterisco). Fotografia y dibujo de J. Corral.
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Imagen 3. Condiloma gigante de Buschke-Lowenstein. Fotografia de J. Corral

Imagen 4. Enfermedad de Bowen. Fotografia por J. Corral
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Las lesiones provocadas por el VPH en cabeza y cuello estdn practicamente
centradas en la orofaringe. En mas del 90% de los carcinomas escamoso de la cavidad
oral (paladar, lengua, amigdalas) se ha conseguido hallar el VPH[47], [48]. Asi como en
el canal anal, se ha observado un aumento en la incidencia de los carcinomas escamosos
de la orofaringe en las ultimas décadas, que afecta mas notablemente a hombres entre
40y 55 afios sin factores de riesgo como tabaco o alcohol (muy frecuentemente hallados
en otros tumores de cabeza y cuello) [49]. La asociacidn al virus del papiloma humano
se trata de un factor de buen prondstico debido a la mayor sensibilidad a la
guimioterapia y radioterapia. Aproximadamente el 60% de los casos son positivos para

VPH 16[49].

A pesar de que se conoce bien la relacién del VPH con estos canceres de la
orofaringe aun hay algunos puntos sobre la infeccidn no bien descritos, como la historia
natural de la infeccion por VPH. En la regidn anogenital se decriben lesiones premalignas
y una cronologia bien definida hasta derivar en carcinoma escamoso, no asi en la
orofaringe. A pesar de que, si se pueden identificar algunas lesiones benignas y
premalignas como condilomas, hiperplasias epiteliales focales, eritroplasias,
leucoplasias, ... No estd bien descrita la historia natura hasta cancer, lo que hace mas

dificil su tratamiento y su prevencion.

2.2.5 VACUNACION POR EL VPH

Existen diferentes vacunas para el VPH que hace afos ya que se utilizan:

bivalente (VPH 16 y 18), tetravalente (6, 11, 16 y 18, que afiade proteccién para
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condilomas) y mds recientemente la nonavalente (6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58), la

mas ampliamente utilizada[50].

Se fabrica sintéticamente a partir de la proteina L1 del VPH. Produce
inmunogenicidad al producir anticuerpos contra los 9 tipos de VPH provocando una
fuerte respuesta del sistema inmune humoral para proteger contra las enfermedades y
lesiones displasicas causadas por el VPH. Los titulos de anticuerpos producidos por la
vacuna nonavalente son de 10 a 100 veces mayores que los producidos por una

infeccion natural [51].

En cuanto a la vacunacidén del VPH se pueden diferenciar dos frentes: uno

profilactico y otro terapéutico.

A nivel profilactico, se administra a la poblacion general entre los 9 y 14 afios,
pudiéndose extender hasta los 17 afios. Existen diferentes politicas de vacunacion en
funcidn de los diferentes paises. En Australia, por ejemplo, se vacunan desde hace afios
a ambos sexos en ese rango de edad y se ha observado un descenso marcado de la
infeccion por VPH y condilomas genitales[52], [53]. En nuestro pais, sin embargo, se
vacunan solamente a nifas en la preadolescencia dentro del cuadro vacunal
habitual[54]. Esta ultima es una estrategia que se justifica por la inmunidad pasiva
generada en el género masculino al no poder ser infectados por las mujeres inmunizadas
previamente. En este cuadro de inmunizacion son omitidos todos aquellos hombres que
tienen sexo con hombres y que no pueden beneficiarse de dicha inmunidad pasiva, asi
en nuestro pais este colectivo es otro de los grupos que tienen indicada y subvencionada
la vacunacion hasta los 26 afios. Otros grupos son: poblaciones que se dedican al trabajo
sexual, mujeres diagnosticadas de displasia cervical de alto grado o carcinoma cervical
hasta un afo después de la intervencidon, mujeres y hombres diagnosticados de VIH
hasta los 26 afios y personas que han sufrido abuso sexual, también hasta los 26

anos[54].
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A nivel terapéutico, las vacunas contra el VPH estan en desarrollo. Se realizan
con péptidos de las oncoproteina E6 y E7 del VPH 16 y tratan de impulsar una respuesta
de los linfocitos T mayor para conseguir un control de un tumor ya existente. En
Holanda, se administrd una vacuna terapéutica a 20 mujeres VIH negativas con displasia
vulvar de alto grado[55]. A los 12 meses, en el 79% de las mujeres se observé una
regresion de la lesidn, y en un 47% de ellas con respuesta completa. Un estudio
restrospectivo sueco, con un gran numero de pacientes HSH, demostré después de
recibir la vacuna tuvieron menos diagnodsticos de displasia anal de alto grado. Otro
estudio de 2011[56], de vacuna versus placebo, demostraron que en el grupo vacuno se
describian menos displasias anales (13 vs. 17,5 por 100 personas/afio), ademas de tener
menor riesgo de infeccidn persisten te por VPH en el grupo vacuna. La terapia con
vacunas puede beneficiar a los pacientes VIH reduciendo el riesgo de displasia y cancer
anal[57], ademds de la necesidad de tratamientos repetitivos e incdmodos para el

paciente, que pueden ser mutilantes si son necesarios procedimientos excisionales[33].

2.3 DISPLASIA'YY CANCER ANAL

2.3.1 DISPLASIA ANAL

La infeccidn por HIV también favorece las lesiones displasicas asociadas al VPH.
La displasia anal se trata de lesiones premalignas provocadas por una infeccidn crénica
por serotipos de VPH de alto riesgo oncogénico. La historia natural del cancer escamoso
anal no estd bien establecida. El rol del VPH estda mejor descrito en el cancer de cuello
uterino (cérvix), ya en la década de los 80 se describié esta relacién [58]. Por eso se

asimila mucha de la informacion recogida por los ginecélogos en la zona del cérvix a la
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regidon anal y perianal, pues ambas comparten una histologia similar con una zona de

transicidon de un epitelio simple glandular a uno escamoso estratificado.

Asi, basado en el cérvix se ha descrito un modelo evolutivo que explica la historia
natural desde la infeccion a la aparicion del cancer (imagen 6). Inicialmente se desarrolla
una infeccion por el VPH, se trata de la primoinfeccion, de la llegada del VPH a la mucosa
anal, en esta primera fase no se objetivan lesiones. Si la infeccidn persiste, se pueden
empezar a desarrollar lesiones, ahora si objetivables, las denominadas displasias que se
pueden clasificar en bajo y alto grado. Posteriormente, si la infeccién continda
persistiendo, las lesiones pueden evoluciona a carcinoma in situ y asi en carcinoma

invasor.

La terminologia recomendada para la clasificacién de las lesiones escamosas del
canal anal tiene dos niveles: LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesion) y HSIL
(high-grade squamous intraepithelial lesion), que pueden seguir clasificAndose en
neoplasia intraepithelial anal (AIN) de grado 1,2 o 3. Asi, AIN 1 corresponde a LSILy AIN
2 y 3 correponde a HSIL[59]. Las lesiones intraepiteliales escamosas (SIL) estan
mayoritariamente localizadas en la zona de transicion, donde se encuentran el epitelio

columnar rectal y el epitelio escamoso anal.

A nivel citoldgico, se utiliza la clasificaciéon de Bethesda (que se comparte para
cérvix y ano)[60]. En funcién de la severidad de los cambios citolégicos de las células
estudiadas se puede clasificar en: ASCUS (atypical squamous cells of undetermined
significance), LSIL (low-grade SIL), ASC-H (atypical squamous cells suggestive of high-
grade SIL), y HSIL (high-grade SIL).

A nivel histoldgico, se utilizan los tres grados descritos previamente de neoplasia
intraepitelial anal (AIN 1, AIN 2 y AIN 3)[61]. Una biopsia es diagnosticada de HSIL o AIN2
o 3 se realiza cuando la presencia de células basales anormales (células con nucleos

prominentes) afecta a mas del 50% del espesor del epitelio. Por el contrario, LSIL o AIN
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1 se diagnostica cuando estas células anormales ocupan un 20-25% del epitelio. Si dichas
células ocupan el espesor completo del epitelio se denomina carcinoma in situ y si,

invaden la capa basal, carcinoma invasor[62].

El uso de p16 como biomarcador juntamente con la tincidn hematoxilina-eosina
tiene importancia, se ha estudiado ampliamente en la histologia cervical. La presencia
de p16 al observar al microscopio nos puede identificar una displasia de alta grado. El
99% de los CIN3 son positivos para p16, en contraposicién a menos del 5% de las biopsias
negativas para lesidn intraepitelial [63]. La presencia de p16, por tanto, nos ayuda a
identificar una displasia de alto grado. De todas formas, la positividad para p16 no

excluye CIN1, ya que al menos un 30% de los CIN 1 pueden ser positivos para p16 [59].
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tre el cérvix y ano (en ambos existe una zona de
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Imagen 5. Similitud histol

transiciéon de un epitelio simple glandular a uno escamoso estratificado)
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Imagen 6. Evolucion de la infeccion del VPH en el epitelio anal.

40




2.3.1.1 DIAGNOSTICO

TACTO RECTAL

La examinacién del canal anal y recto bajo mediante un tacto rectal nos puede
poner de manifiesto anormalidades mediante la palpacién. Es una técnica sencilla y
desde luego barata, muy recomendable para la prdctica diaria, y por tanto que se
deberia realizar a todos los pacientes con un riesgo incrementado de padecer cancer
colorrectal y de canal anal[64]. Podemos detectar canceres, lesiones precancerosas,

antes de que puedan crecer y ser sintomaticas.

Si bien es cierto, las lesiones displdsicas pueden pasar desapercibidas al tacto
rectal, éste tiene una gran importancia en el diagndstico temprano de lesiones
tumorales pequefias en un estadio temprano e inicial, cuando el tratamiento es mas
efectivo[65]. El tacto rectal depende de la habilidad del clinico para reconocer cambios

y diferencias entre posibles hallazgos benignos o malignos.

El tacto rectal es considerado esencial para la prdactica diaria pero no es suficiente
como Unica actitud para el cribado del cancer anal[66]. Por tanto, tiene que ser utilizado
conjuntamente con una inspeccion de la zona perianal y una anoscopia para mayor

efectividad[67].

CITOLOGIA ANAL

La citologia anal, como ya hemos explicado previamente, se trata de la
introduccion de un pequefo bastoncillo por el canal anal para recoger células del

epitelio del canal. El cepillo debe introducirse hasta el recto e ir retirdndolo hasta sacarlo
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completamente. Asi, se recogen células rectales, de la zona de transicién

escamocolumnar y anales.

Se introdujo en la década de los 90 para el cribado de lesiones premalignas y de
displasia anal[68]. La técnica descrita es andloga a la citologia cervical. La sensibildad y
especifidad se ha demostrado ser similares a la citologia cervical, entre un 69-93% y un
32-59%, respectivamente segln la literatura[66]. La sensibilidad se ve reducida en
aquellos grupos de pacientes con mayor riesgo de desarrollar cancer anal. Los falsos
negativos pueden llegar a ser del 23% en HSH VIH negativos, hasta un 45% en HSH VIH
positivos[69]. Estos datos sugieren que la citologia anal no deberia ser utilizada nunca
como técnica una para el cribado del cancer anal y debe ser siempre utilizada con una

anoscopia de alta resolucion.
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Imagen 7. Cepillo para citologia y medio liquido de fijacion. Fotografia Dr. Corral
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ANOSCOPIA DE ALTA RESOLUCION

Si la citologia anal realizada es anormal (ASCUS, LSIL, HSIL, ASC-H) es necesario
la realizacion de una Anoscopia de Alta Resollucién (HRA, high resolution anoscopy).
Mediante esta técnica se pueden diagnosticar, bajo vision directa, lesiones del canal
anal, permitiendo a la vez biopsiarlas directamente. Ademas de ser una prueba

diagnostica, se trata también de una prueba que permite el tratamiento de las lesiones.

La prueba no requiere ninguna preparacidn previa por parte del paciente. Previo
ainiciar la técnica, se coloca al paciente en posicidn lateral izquierda y se debe introducir
una gasa empapada en acido acético al 5% y dejarla durante 2 minutos. Tras este tiempo
de espera se introduce un anoscopio y se procede a visualizar con un colposcopio de
aumento la regién anal y perianal. Durante la prueba es importante identificar
inicialmente el epitelio columnar rectal, que no tifie con acido acético. Se retira
progresivamente el anoscopio hasta identificar la zona de transicidn, que es perceptible
mediante un cambio de color (figura*). En esta zona tenemos que explorar
minuciosamente e intentar identificar patrones anormales de la mucosa del canal anal
gue nos puedan sugerir infeccidn por virus de papiloma humano que debamos biopsiar,
el acido acético nos ayudara tifnendo de blanco intenso las zonas patoldgicas. Si se
presentan dudas con la tincién de acido acético, siempre nos podemos ayudar de la
tincidn con Lugol, que nos tefiird las zonas de epitelio sano dejando sin tefir las lesiones
patoldgicas a biopsiar. Progresivamente el anoscopio se retira hasta observar la zona

perianal y piel, donde también se pueden observar lesiones relacionadas con VPH.

Una HRA completa y satisfactoria es aquella en la que se consigue ver por
completo el ano, incluyendo: la unién escamo-columnar en el borde del recto distal, la

zona de transicion, canal anal distal, margen anal y periano [70].
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Durante la prueba se pueden diferenciar diferentes caracteristicas del epitelio
explorado que nos permiten identificar patrones (tabla 3). En la siguiente tabla se

describen algunas de estas caracteristicas identificables en la HRA.

En caso de identificar alguno de estos patrones se realiza una biopsia de la lesion.
Se pueden utilizar diferentes herramientas para la toma, desde pinzas utilizadas
habitualmente por los ginecélogos en el cérvix, que pueden ser mds molestas y precisan
de aplicacion de anestesia local previa, o micropinzas utilizadas por los endoscopistas
gue toman biopsias mads reducidas, suficientes para el diagndstico, mucho mejor

tolerado para el paciente y sin necesidad de aplicar anestesia local.
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Imagen 8. Anatomia del canal anal. Dibujo por Dr. Corral
* EAE. Esfinter anal externo
**EAL Esfinter an al interno

46



Imagen 9. Exploracidon con anoscopia de alta resolucién. Fotografia Dr. Corral.

Imagen 10. Anoscopio de plastico desechable utilizado para la exploracidn. Fotografia
Dr. Corral
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Tabla 3. Clasificacién de patrones que se pueden identificar durante una anuscopia.

Adaptado de la guia IANS de 2016 [70]

Categoria

Contorno

Patrones

superficiales

Vascularidad

Margenes

Lugol

Caracterisitca

Plano

Sobreelevado

Liso

Granular

Papilar

Micropapilar

Punteado

Mosaicismo

Vasos verrugosos

Definido

Regular/geométrico
Indefinido

Negativo

Parcial

Completo

Descripcion

No elevado o minimo engrosamiento, puede
ser irregular o desigual

Exofitico, Verrugoso, engrosado,
habitualmente asociado con cambios papilares

Liso, sin textura

Irregular, gruesa, arenosa

Digitaciones, habitualmente con vasos
Verrugoso

Digitaciones mas aplanadas, puede haber
pequefios vasos capilares presentes

Capilares dilatados que crean un patrén
punteado, puede ser fino o grueso

Patron de baldosas de vasos conectados,
uniformes o desiguales, finos o gruesos y
engrosados

Vasos capilares en bucle a menudo dentro de
papilas o lesiones verrugosas

Bordes bien delimitados, puede tener
margenes internos

Simétrico, recto o contorno suave

Bordes no claros

No tifie, amarillo

Tincién variable, amarillo-marronoso

Tine de marrdon uniformemente
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Imagen 11. Lesion AIN | plana con piqueteado fino y bordes indefenidos. Fotografia 'y
dibujo por J. Corral
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Imagen 12. Lesion AIN Il plana con mosaicismo y bordes indefenidos, lugol negativa.
Observar [62]cdmo tras la aplicacidn de lugol se pierden los patrones a caracteristicos.
Fotografiasy dibujos por J. Corral




Imagen 13. Lesion AIN Il ligeramente sobreelevada, geométrica y bien definida con
piqueteado. Fotografia y dibujo por J. Corral

Imagen 14. Lesion AIN Il plana, difusa con mosaicismo, lugol negativa. Fotografias y
dibujos por J. Corral




Imagen 15. Lesion AIN | sobre papila hipertrdéfica, con mosaicismo, y zonas sobreelevada

con vasos tortuosos. Fotografia y dibujo por J. Corral

Imagen 16. Toma de biopsia con micropinza endoscdépica. Fotografia por J. Corral
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2.3.1.2 TRATAMIENTO DE LA DISPLASIA ANAL

JUSTIFICACION DEL TRATAMIENTO

Como se ha comentado anteriormente existe una evolucidon natural de la
displasia anal a carcinoma escamoso anal[62]. Pero realmente se desconoce cuantos de
los pacientes con displasia anal de alto grado acabaran desarrollando un carcinoma
invasor. Por lo que existe controversia si el tratamiento de la displasia anal de alta grado

es beneficioso[71].

En un estudio reciente de 2018 de Lee [72] que incluye 2074 pacientes con
displasia de alto grado en seguimiento, se diagnosticaron 171 pacientes de carcinoma
anal (8,2%) con una media de progresion de 2,7 afios. La tasa de progresion a los 5 afos
de una displasia anal de alto grado fue de 9,5%, o lo que es lo mismo de 1,9% anual.
Otro estudio publicado en 2019, de Arens [73], 33 pacientes desarrollaron cancer anal
de 592 diagnosticados de displasia anal de alto grado (5,5%). Describieron una
incidencia acumulada de 1,2% a los 12 meses, 2,6% a los 24 meses, 3,7% a los 36 meses
y 5,7% a los 60 meses. Por tanto, vemos como no todos los pacientes con displasia de
alto grado acabaran siendo diagnosticados de carcinoma escamoso de ano, algunos de
ellos pueden involucionar y regresién de la displasia. De hecho, en 2006 Watson [74]
publicé un estudio donde siguié por 8 afios a 72 pacientes con displasia de alto grado y
diagnosticé a 8 pacientes con cancer anal (11%). También en este mismo estudio

observé cdmo en 25 pacientes hubo una regresion de la displasia de alto grado (35%).

En 2020, publicamos nuestra experiencia en una cohorte de 3111 pacientes con

VIH [71]. A todos nuestros pacientes les propusimos formar parte de un programa de
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screening y tratamiento para displasia anal, 1691 pacientes aceptaron formar parte del
programa. Durante el seguimiento (4,7 afios de media) se diagnosticaron 10 pacientes
de carcinoma escamoso anal, 2 dentro del grupo que participaron en el screening
[75](ambos eran HSH) y los otros 8 pacientes no formaron parte del programa (4HSH, 2
HSM y 2 mujeres). La incidencia fue de 21,9 cada 100.000hab/afio y de 107 cada 100.000

habitantes/afio, respectivamente.

Con estos resultados pareceria obvio que un programa de cribado y tratamiento
de displasia anal es necesario dada su efectividad disminuyendo la incidencia de cancer
anal en pacientes con displasia de alto grado. Aun y asi pocas guias internacionales
recomiendan establecer un cribado para despistaje de cancer anal en pacientes con
riesgo incrementado[76]. Si bien es cierto, los estudios realizados son retrospectivos y
hay falta en la literatura de estudios prospectivos aleatorizados. En este sentido, hay
estudios en marcha como el ANCHOR, con varias ramas de tratamiento y no
tratamiento, que proporcionara resultados con mayor evidencia cientifica que podran
justificar el tratamiento de la displasia anal de alto grado y que puedan pasar a formar

parte de los servicios otorgados en las unidades de VIH.

TIPOS DE TRATAMIENTO Y RECIDIVA

Para el tratamiento de la displasia anal se han descrito diferentes técnicas, las
podemos dividir en tratamientos ablativos y tépicos. Entre los primeros algunos
ejemplos son: la electrocoagulaciéon, los infrarrojos, la radiofrecuencia, la terapia
fotodindmica y la crioterapia[77], [78]. En cuanto a los tratamientos tdpicos podemos

encontrar: el cidofovir, el 5-florouracilo, el imiquimod y el dcido tricoloracético[61], [79].
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Cada grupo de tratamiento tiene sus ventajas y desventajas. Las terapias
ablativas son tratamientos dirigidos que se pueden aplicar directamente mediante una
anoscopia de alta resolucion, implica por tanto el manejo por un técnico (normalmente
un médico), con bastante buena tolerancia por parte del paciente. Son tratamientos mas
cortos y con baja morbilidad, los efectos secundarios graves son raros. Si bien es cierto,
suelen ser terapias mas caras y con mala respuesta a lesiones extensas con tasas de

recurrencias altas.

Los tratamientos tépicos tienen la ventaja que pueden ser aplicados por el propio
paciente, representando una mayor comodidad para. No requieren, por tanto, de
personal cualificado y entrenado, asi se pueden reducir costes y son mas baratos.
Presentan también baja morbilidad, aunque los efectos secundarios son frecuentes y
poco graves (dolor e irritacién local) afectan a la calidad de vida de los pacientes. Las
terapias pueden durar semanas o meses y dependen de la correcta aplicacién por parte
del paciente. Las tasas de recurrencias de los tratamientos tépicos también son altas.

Finalmente, son una opcidn para considerar en caso de lesiones extensas y difusas.

En nuestro centro tenemos amplia experiencia en el tratamiento de las displasias
anales con terapia de infrarrojos (IFR). Una técnica que fue aplicada por primera vez en
lesiones anales durante la época de los 90. Consiste en una aplicacion directa sobre el
tejido displasico de un pulso de luz de baja frecuencia de 1,5 segundos que origina una
guemadura de 1,5 milimetros de profundidad. Previo al tratamiento con IFR se realiza
una infiltraciéon con anestesia local para la mejor tolerancia del paciente. Los efectos
adversos mas habituales son dolor y proctorragia. En los diferentes estudios publicados
sobre el tratamiento de IFR se describen tasas de recurrencias entre un 13 y un 38% [8],

[77], [80]-[84].

Otras técnicas ablativas como la electrocoagulacion pueden ser también una
buena opcion. Un estudio de Pineda en 2008 [85] presentd una serie de 197 pacientes

tratados por displasia de alto grado, el 57% de ellos presenté una recidiva después de
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un seguimiento medio de 19 meses. El 18,7% (46 pacientes) precisaron retratamientos,
a pesar de ello 3 pacientes progresaron a cancer anal. Pocas complicaciones fueron
descritas, tan solo en 4% de los pacientes, y fueron en su mayoria leves (sangrado, dolor
y fisuras). Otro estudio en 2012 con 232 pacientes HSH (132 VIH y 100 VIH negativos)
demostrd curacion de las lesiones de displasia de alto grado en un 75-85%, con recidiva
del 6% y del 53% respectivamente [86]. Otro articulo mas reciente de 2020 [87], que
incluye 330 personas que conviven con VIH tratadas por displasia de alto grado con
electrocoagulacion entre 2009 y 2016, se vio un 60% de recidiva a los 12,2 meses de
media (45% de las cuales fue en el mismo sitio del tratamiento). Identificaron varios
factores de riesgo para la recidiva como el tabaco, lesiones multiples e infeccién

persistente por VPH 16/18.

La recidiva, en mayor o menor medida, esta practicamente siempre presente en
todas las diferentes técnicas utilizadas para el tratamiento de la displasia anal. Se ha de
considerar que una gran parte de los pacientes pueden presentan lesiones multifocales
y/o extensas por lo que el seguimiento postratamiento es obligatorio, incluso repitiendo
en varias ocasiones si es necesario. Ademas, es dificil de poder diferenciar entre lo que
es realmente una recidiva de la lesién tratada o se trata de una lesidon nueva provocada

por la persistencia de la infeccidn crénica por el VPH.
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Imagen 17. Tratamiento con IFR: infilitracidn con anestesia, aplicacion de IFR y

guemadura posterior. Fotografias por J. Corral

)| T~
—

Imagen 18. Pistola de infrarrojos utilizada para el tratamiento ablativo. Fotografia por

Dr. Corral.
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2.3.2 CANCER ANAL

El cdncer anal representa alrededor del 2% de los tumores digestivos y tiene una
incidencia baja en la poblacidn general, en torno a 1 caso por 100.000 habitantes/afio
en nuestro pais. En grupos de riesgo como los HSH VIH negativos esta incidencia
aumenta hasta los 35 casos por 100.000 habitantes/afo. Pero en el caso de la poblacién
VIH positivo, no solo los HSH tienen mayor incidencia de cancer anal (131.000 casos por
100.000 habitantes/afio), también los HSM y las mujeres tienen esa incidencia

aumentada (46 y 30 casos por 100.000 habitantes/afio, respectivamente).[88]

Su relacién con el virus del papiloma humano esta bien descrita, como en el caso
del céncer cervical. De hecho, se ha hallado el VPH en mas de un 90% de los canceres
anales. Por tanto, la alta prevalencia de infeccion por el VPH, como ya hemos visto, los
hace una poblacién especialmente vulnerable a este tipo de cancer. Los factores de
riesgo descritos para desarrollar cancer son el sexo anal receptivo, tabaquismo,
relaciones sexuales entre varones [89] y genero femenino [90]. Bajas cifras de CD4 [91]
e infecciones por multiples tipos de VPH [92] también pueden comportar una mayor

tendencia a la progresion.

Una vez desarrollado un cdncer de ano el diagnodstico y tratamiento difieren
mucho de la displasia anal, también el prondstico de los pacientes. Es por esa razén que
es importante desarrollar programas de cribado en estas poblaciones que nos ayuden a
detectar a tiempo y poder realizar un tratamiento precoz para evitar el desarrollo de

neoplasias[93].
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Imagen 19. Aspecto de un carcinoma escamoso que se presenta como una fisura

perianal a la exploracidn. Fotografia por J. Corral.
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Imagen 20. Carcinoma escamoso evidenciado en una exploracién con anoscopia de alta

resolucidn Fotografia por J. Corral
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2.4 COINFECCION POR ELVIH Y EL VPH EN MUJERES

Los tumores relacionados con el VPH han ido en aumento en las ultimas décadas
en la poblacidon VIH, incluidas las mujeres infectadas por ambos virus. Especialmente si

hablamos del cancer de cérvix y el de ano[94], [95].

El cdncer de cérvix se encuentra clasificado en la categoria C de las categorias
clinicas del VIH, se trata de un tumor definitorio de sida. Asi como la displasia cervical se
considera dentro de la categoria B. No obstante, a pesar del aumento y la mayor
prevalencia de cancer anal en la poblacién VIH general, este no se considera en estas

categorias, aunque es uno de los principales tumores no definitorios de SIDA.

2.4.1 DISPLASIA CERVICAL EN MUJERES VIH

La displasia cervical es una entidad con especial importancia en las mujeres
infectadas por VIH [95]. Pues, en comparacidon con la poblacidn general de mujeres,
tienen mayor prevalencia e incidencia de infeccidn por VPH, con una mayor tendencia a
una infeccidn crénica por este virus y por tanto de desarrollar displasia cervical y de
ultimo un carcinoma escamoso cervical [95]. A pesar del amplio uso de la terapia
antiretroviral y que ha logrado mejorar el sistema inmune de las personas con VIH y su
esperanza de vida, las mujeres con VIH no han visto reducir la incidencia del cancer
cervical. Por esa razén los programas de cribado cobran especial importancia en esta
poblacidn: silas mujeres VIH + siguen los controles ginecoldgicos necesarios y se realizan
citologias cervicales periédicamente, la incidencia de cancer de cérvix es similar a la de

la poblacién VIH negativa.
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En un estudio de 2006, Clifford et al [96] reportaron una prevalencia del 36,6 %
de infeccion por VPH en una cohorte de 3230 mujeres VIH positivas, de las cuales un
11,9% presentaba una coinfeccidn por 2 o mas genotipos de VPH. Aunque el genotipo
mas frecuente hallado sigue siendo el VPH 16 (31,9%) seguido por el VPH 18 (12,9%), en
esta poblacidn es mas frecuente hallar otros genotipos que no sean el 16 y el 18 como

el VPH 58 (11,8%) [96].

En mds de un 50 % de las citologias cervicales realizadas a mujeres VIH se puede
hallar un resultado anormal, si bien es cierto la mayoria son ASCUS se podria encontrar
HSIL en un 10% de las citologias [97]. Es decir, estas mujeres tienen un riesgo tres veces
mayor que las mujeres VIH negativas de tener un resultado anormal en una citologia

cervical [98].

En nuestra poblacidn el 63% de las mujeres presentd infeccién por VPH siendo el
VPH 16 el mas prevalente (28%) seguido por VPH 33(18%), VPH 52 (12%), VPH 58 (11%)
y VPH 39 (11%). Mas del 40% de las mujeres presenta infeccion por multiples genotipos
de VPH. El aclaramiento del VPH es bajo en nuestra poblacion, del 16% a 36 meses. Por
tanto, la infeccion persistente por VPH es frecuente y se puede hallar en un 86%, incluso

hasta el 55% a los tres afios [99].

2.4.2 DISPLASIA ANAL EN MUJERES VIH

En estudios iniciales las mujeres con VIH tienen 10 veces mas riesgo de padecer
cancer anal en comparacion con las mujeres sin VIH [100]. Si realizamos citologias anales
en esta poblacion podriamos ver hasta un 60% de resultados anormales segun los
grupos, y si miramos exclusivamente a los examenes histoldgicos de biopsias tomadas
directamente con HRA observariamos un 27% de HSIL (AIN 2 y AIN 3) [101]. Estos
hallazgos pueden ser mayores en el caso de mujeres VIH + con recuentos bajos de

linfocitos T CD4 y con historia previa de sexo anal.
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Es interesante remarcar que las mujeres VIH + tienen mayor riesgo de tener
displasia anal que displasia cervical. Asi, en un estudio de Cambou et al [102], que
incluyé 863 mujeres VIH obtuvieron un 30,9% de citologias anales anormales frente a
un 22,4% de las cervicales. Otros estudios con menor tamano muestral como el
publicado en Canada en 2017 por De Pokomandy et al. [103] observaron un 36,7 % de
citologia anales anormales y un 24,3% de citologias cervicales en una poblacién de 151
mujeres VIH, o el publicado por Kojic et al [17] con 120 mujeres a las que realizaron
citologias anales y cervicales hallando un 38% y un 33% de resultados anormales
respectivamente. Otro estudio de 2020[104], que incluye 153 mujeres VIH positivas con
displasia anal de alto grado, se observd que un 72% de las paciente presentaban HSIL
aislado a nivel anal, y un 28% presentaban displasia de alto grado multicéntrico (18%
cervical, 10% vulvar y 5% vaginal). EI 53% de los casos multicéntricos, la displasia de alto

grado genital precedia al HSIL anal.

En nuestra poblacidn, analizamos la cohorte de mujeres seguidas en la Unidad
VIH de Can Ruti encontramos un 59% de mujeres con infeccidn por al menos un genotipo
de VPH en el canal anal, de las cuales el 28% podriamos ver una coinfeccion por multiples
genotipos de VPH, segln resultados aun no publicados. El VPH 16 sigue siendo el
genotipo de alto riesgo mas prevalente (19%), seguido del VPH 33 y el VPH 51. Las

citologias anales con resultado anormal serian positivas en un 58% de los casos.
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3. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION
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Como hemos visto, las mujeres que conviven con el VIH tienen mayor riesgo de
desarrollar displasia y cancer anal. Y a pesar de que el tratamiento de la displasia anal,
tanto con terapias ablativas (infrarrojos, electrocoagulacion) como tdépicas (5%
imiquimod, 5% fluorouracilo, cidofovir), y un seguimiento exhaustivo de estos pacientes
para detectar la recidiva podria prevenir la progresidén a cancer [93], la recidiva de la
displasia anal sigue sin estar suficientemente estudiada en las mujeres. De hecho, en un
estudio reciente[105], posterior al planteamiento de esta tesis, en el que trataron a 45
mujeres con VIH por displasia anal de alto grado, se observé un 29% de recidiva a los 12

meses, 52% a los 24 meses y 79% a los 36 meses postratamiento.

Asi, hemos querido estudiar nuestra cohorte de pacientes, tanto de hombres
como de mujeres que conviven con el VIH, que han sido tratados por displasia anal de
alto grado y valorar en modo comparativo entre ambos sexos. Para asi evaluar las
diferencias en cuanto a la evolucidn, si las hay, y poner de manifiesto una sensacién

clinica que hace tiempo que esta presenta en la practica diaria de nuestra unidad.
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4. HIPOTESIS
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Hipotesis:

Nuestra hipétesis es que las mujeres con infeccion por el VIH tienen una
evolucion clinica mas desfavorable en la infecciéon por VPH y una mayor
tendencia a la recidiva tras ser tratadas por displasia de alto grado que los

hombres.
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5. OBIJETIVOS
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Objetivo principal:

Determinar la evolucion clinica de las lesiones displasicas en el canal anal
relacionadas con el virus del papiloma humano en un grupo de pacientes

(hombres y mujeres) VIH positivos.

Objetivos secundarios:

1. Analizar la eficacia y seguridad clinica del tratamiento con
coagulacion infrarroja como tratamiento de la displasia anal

mediante una revision sistematica de la literatura.

2. Determinar la incidencia de la recidiva tras el tratamiento con
infrarrojos de la displasia anal de alto grado en nuestra cohorte de

hombres y mujeres infectados por VIH.

3. Comparar la evolucidn clinica de la infeccion de VPH en el canal anal

entre hombres y mujeres infectados por VIH.

4. Evaluar la patologia asociada al VPH en el area genital de las mujeres.
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6. MATERIALY METODOS
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Diseno del estudio

Se trata de un estudio de cohortes retrospectivo basado en una base de datos
de pacientes atendidos en la unidad VIH del Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona,
recopilados prospectivamente. El estudio se llevé a cabo siguiendo las estipulaciones de
la declaracién de Helsinki. El protocolo de estudio fue aprobado por el Comité de Etica
de nuestro Hospital (ref: PI-18-206) y todos los pacientes dieron su consentimiento
informado por escrito para utilizar sus datos clinicos para fines cientificos, de acuerdo
con las guias del comité de ética local. El estudio incluye nuestra experiencia de la
Consulta de Proctologia en consultas externas de VIH, entre Enero de 2012 y Diciembre
de 2015. Los resultados publicados en el articulo corresponden a los datos recogidos
durante los afios 2012 y 2015, dado que fue el periodo con mayor inclusidon de mujeres
coincidiendo con el inicio sistematico de citologias anales por parte de ginecologia. El

periddo de estudio se resume en la imagen 18.

Poblacidon de estudio

Los pacientes incluido fueron extraidos de una cohorte de 665 pacientes

infectados por HIV-1y los criterios de inclusidn y exclusidn fueron los siguientes:

Criterios de inclusion:

Pacientes tratados por displasia epitelial de alto grado con coagulacién con

Infrarrojos

- Pacientes infectados por VIH-1y ser atendidos en la unidad entre Enero 2012 y
Diciembre 2015.

- Mayor de edad (>18 afios),

- Hombres y mujeres

- Serologia positiva para VIH

- Dar el consentimiento informado por escrito previamente.
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- Ademas, debian aceptar cumplir con el programa de cribado para prevencion del

cancer anal al menos por 6 meses durante el intervalo de estudio descrito.

Criterios exclusion
- Menores de edad
- Pacientes con seguimiento menor a 6 meses

- Pacientes que rechazaron el consentimiento informado previo

Variables a estudio

Se recogieron los siguientes datos iniciales en la primera visita:

- Fecha de nacimiento

- Fecha de diagnéstico de VIH

- Fecha de la primera citologia anal realizada

- Fecha tratamiento con infrarrojos

- Fecha de infrarrojos si recidiva

- Género del paciente (Hombre/mujer/transgénero).

- Edad (afios)

- Cargaviral del VIH en plasma (copias/ml)

- Carga viral VIH zenit (carga viral maxima recogida en el historial médico del
paciente) (copias/ml)

- Recuento de linfocitos T CD4 en plasma (el valor mds reciente identificado
previamente a la visita basal) (células/uL)

- CD4 nadir (recuento de CD4 mas bajo en el historial clinico) (células/uL)

- Tratamiento antiretroviral (ART) antes de la inclusién (si/no)

- Fecha desde el inicio de este.

Ademas, se recogieron datos mas especificos relacionados con la infeccion del

VPH y el programa de cribado de displasia anal:
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Resultado de la citologia anal (normal, células escamosas atipicas de significado
incierto o ASCUS, lesién escamosa intraepitelial de bajo grado o LSIL, lesion
escamosa intraepitelial de alto grado o HSIL, segln la prueba Papanicolau)
Resultado de la biopsia anal dirigida por anoscopia de alta resolucidon (normal,
neoplasia anal intraepitelial grado 1,2 0 3 0 AIN 1, AIN 2 y AIN 3)

Presencia o ausencia de genotipos de bajo o alto riesgo oncogénico incluyendo
la presencia de VPH 16 (Anyplex™ Il HPV28 real-time PCR assay, (Seegene, Seoul,
Korea))

Cantidad de diferentes genotipos de VPH identificados en la citologia

Cantidad de lesiones identificadas en la anoscopia de alta resolucién

Historia ginecoldgica previa: las citologias cervicales previas realizadas, en el caso
de las mujeres (normal, células escamosas atipicas de significado incierto o
ASCUS, lesién escamosa intraepitelial de bajo grado o LSIL, lesién escamosa

intraepitelial de alto grado o HSIL, segln el test Papanicolau)

El periodo de seguimiento se definid como el tiempo transcurrido entre la visita

inicial basal y la ultima visita realizada. La recidiva se definid como cualquier displasia de

alto grado identificada durante el seguimiento.

Protocolo del programa de cribado para la prevencién del cancer de ano

El protocolo del programa de cribado para la prevencion del cancer de canal anal

se definid en 2004 y esta recogido en la imagen 17.

La visita basal del programa de cribado incluye un examen clinico (inspeccion

visual) y un tacto rectal, asi como la obtenciéon de una muestra del canal anal para el

examen citolégico. Después del resultado de esta primera citologia, si este era normal,

el paciente se volvia a visitar un afio después para una nueva citologia. Sin embargo, si

el resultado era patoldgico (ASCUS, LSIL o HSIL) se procedia a la realizacién de una

anoscopia de alta resolucidn antes de 3 meses, tras informar al paciente. Si durante
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dicha exploracidn no se visualizaba lesidn alguna, no se realizaba ninguna biopsia y en
funcidén del resultado citoldgico previo se visitaba al paciente a los 6 0 12 meses para
una nueva revision y citologia. No obstante, si se ponia en evidencia alguna lesion
sospechosa de displasia anal se realizaba una biopsia para su analisis histoldgico. Si el
resultado era normal o AIN 1, se visitaba de nuevo a los meses, pero si el resultado era
de displasia de alto grado (es decir, AIN 2 o AIN 3) se informaba al paciente y se le
programaba para una sesién de tratamiento con infrarrojos dirigida con anoscopia de
alta resolucidn en la misma consulta, tan pronto como se pudiese. Posteriormente al
tratamiento, se visitaba al paciente entre 3-6 meses después para un nuevo examen
clinico y citoldgico. Si el resultado citolégico era normal se visitaba de nuevo a los 6-12

meses y si no lo era (ASCUS, LSIL o HSIL) se realizaba una nueva anoscopia.
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Imagen 21. Algoritmo diagndstico y terapéutico de nuestro programa de cribado para

displasia anal
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Procedimiento para la toma de la citologia del canal anal

La obtencién de la muestra para el examen citoldgico anal se obtiene
introduciendo un cepillo cytobrush ® (Eurogine SL, Sant Boi de Llobregat) en el interior
del canal anal y suavemente rotandolo por 30-45 segundo hasta retirarlo del todo.
Posteriormente, el cytobrush se introduce en un bote de 20ml de solucidn para citologia
liquida ThinPrep ® (Cytyc IberiaSL, Barcelona) y se agita durante 20 segundos mas. Esta
muestra se utiliza para el analisis citoldgico y microbioldgico. Los cambios celulares del
canal anal se clasifican segun la clasificacion de Bethesda [60]. Generalmente, de
acuerdo con los protocolos internos de nuestro hospital de tercer nivel, las muestras

son analizadas independientemente por dos diferentes citopatdlogos expertos.

Genotipado de VPH

Las muestras de la citologia liquida anal fueron utilizadas para analizar la
presencia de VPH y los diferentes genotipos utilizando el tipado con Anyplex™ Il HPV28
real-time PCR assay, (Seegene, Seoul, Korea). El DNA fue extraido de las células en

suspension usando QiIAMP Viral RNA kit (QIAGEN, Hilden, Germany).

Anoscopia de Alta Resolucion (AAR)

La anoscopia de alta resolucion se realiza usando la técnica descrita previamente.
Después de introducir una gasa empapada en una solucién de acido acético al 5%
durante 2 minutos en el canal anal, se examina la mucosa anal y si se pone en evidencia
una lesién, se biopsia. Un equipo compuesto por 3 anoscopistas expertos llevan a cabo
las AAR y toman las biopsias si es preciso. Los cambios histolégicos se clasifican en

funcién del grado de neoplasia intraepitelial anal com AIN 1, AIN 2 o AIN 3.
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Generalmente, de acuerdo con los protocolos internos de nuestro hospital de tercer
nivel, las muestras son analizadas independientemente por dos diferentes patdlogos
expertos. Si se diagnostica al paciente de condilomas anales durante la exploracién
clinica, indiferentemente si es con AAR o al tacto rectal o resultados histolégicos, se le
programa una sesion de tratamiento con infrarrojos o si es necesario por tamafo o

numero se programa para exéresis quirurgica mediante cirugia mayor ambulatoria.

Definicions del estudio

La visita basal es definida como el momento en el que se le realiza al paciente la
primera citologia con diagndstico de displasia de alto grado. La recidiva de displasia de
alto grado se define como el diagndstico con biopsia de alto grado tras el tratamiento
con infrarrojos. El tiempo de seguimiento se define como el tiempo entre la visita basal
y el diagndstico con biopsia de displasia anal o la ultima visita recogida, en caso de no

recidiva.

Analisis estadistico

No se realizé un célculo muestral. La muestra fue definida como todos los
pacientes VIH-1 positivos con diagndstico de displasia anal de alto grado (AIN 2 y AIN 3)

con diagndstico histolodgico y tratados con infrarrojos.

Se analizd la incidencia acumulada de displasia anal de alto grado diagnosticada
con biopsia tras el tratamiento con infrarrojos, se calculd el inérvalo de confianza al 95%.
El tiempo medio de recidiva se analizé usando el método de Kaplan-Meier. Se describe

la correlacion entre los resultados citoldgicos e histoldgicos.

Un resultado de p<0,05 fue considerado estadisticamente significativo. Los
resultados fueron analizadso mediante el software estadistico SPSS versién 20 (SPSS,
Inc., Chicago, IL, USA).
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6.1.1 RESUMEN ARTICULO 1

ANTECEDENTES

La neoplasia intraepitelial anal (NIA) (o neoplasia escamosa intraepitelial de bajo
o alto grado) es el precursor de cancer invasivo anal. Diferentes opciones de
tratamiento para la ablacion local de lesiones localizadas han sido publicadas. La
intencion de este estudio es analizar la eficacia y seguridad clinica del tratamiento con

coagulacién infrarroja como tratamiento de la displasia anal.

METODOS

Se realizé una busqueda de la literatura en 2019 usando PubMed y Cochrane
para identificar todos los ensayos publicados sobre el tratamiento de displasia anal de
alto grado con coagulacion infrarroja. Los resultados principales analizados fueron el
porcentaje de carcinoma escamoso de ano desarrollado durante el seguimiento y las

complicaciones mayores causadas por el tratamiento.

RESULTADOS

Se identificaron 24 articulos, de los cuales, 6 fueron finalmente seleccionados
incluyendo un total de 360 pacientes con una edad media de 41,8 afos. Tres estudios
fueron prospectivos y 3 retrospectivos, tan solo uno de los articulos se trataba de un
estudio clinico aleatorizado. Todos los articulos incluian hombres, 4 incluian mujeres
HIV-positivas y uno ademds hombres VIH negativos. Ningun paciente desarrollé una
complicacién mayor como resultado del tratamiento con infrarrojos. El dolor después
de la coagulacién fue el sintoma mds frecuente en las diferentes series y el sangrado
leve que no requiere transfusidn la complicacidon mas frecuente presentada, entre el 4-
78% de los pacientes. El tiempo medio de seguimiento fue entre 4,7 y 69 meses. Ningun
paciente desarrollé carcinoma escamoso anal después del tratamiento con infrarrojos.
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La recidiva de HSIL resulto entre el 10 y el 38%. 2 estudios reportaron resultados sobre
el seguimiento en pacientes con displasia de alto grado no tratada y presentaban una
persistencia de HSIL del 72% y 92% en el ultimo seguimiento, el 4,8% de ellos desarrolldé

un carcinoma escamoso anal.

CONCLUSIONES

La coagulacién con infrarrojos es un tratamiento seguro y efectivo para tratar la

displasia anal de alto grado y prevenir el cdncer anal. Se recomienda un seguimiento

estrecho de los pacientes debido al riesgo de recidiva.
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Abstract

Background Anal intraepithelial neoplasia (AIN) (or low/high grade squamous intraepithelial neoplasia (L/HSIL)) is the pre-
cursor of anal of early invasive anal cancer. Different treatment options for local ablation of localized lesions have been
reported. The aim of this study was to analyze the clinical efficacy and safety of infrared coagulation for the treatment of
anal dysplasia.

Methods A search of the literature was performed in 2019 using PubMed and Cochrane to identify all eligible trials published
reporting data on the treatment of anal dysplasia with infrared coagulation. The percentage of squamous cell carcinoma of
the the anus that developed in the follow-up and results on major complications after treatment were the primary outcomes.
Results Twenty-four articles were identified from which 6 were selected with a total of 360 patients included, with a median
age of 41.8 years. Three studies were prospective and 3 retrospective, only one was a randomized trial. All articles included
males, 4 articles included HIV-positive women and only one article included non HIV infected males. No patient developed
major complications after infrared coagulation therapy. Pain was the most common symptom found after the procedure in the
different series and mild bleeding that did not require transfusion was the most common complication occurring in 4 to 78%
of patients. Median follow-up was between 4.7 and 69 months. No patient developed squamous cell carcinoma after infrared
treatment. Recurrent HSIL varied from 10 to 38%. Two studies reported results from follow-up of untreated patients show-
ing that between 72 and 93% of them had persistent HSIL at last follow-up and 4.8% developed squamous cell carcinoma.
Conclusions Infrared coagulation is a safe and effective method for ablation of high-grade anal dysplasia that could help
prevent anal cancer. Continued surveillance is recommended due to the risk of recurrence.

Keywords Anal dysplasia - Infrared coagulation - High resolution anoscopy - Anal intraepithelial neoplasia

Introduction

D. Parés

dapares@gmail.com Anal intraepithelial neoplasia (AIN) is the precursor of

early invasive anal cancer which today is preferentially
called superficially invasive squamous cell carcinoma of
the anus (SISCCA) defined as having < 3 mm stromal inva-
sion and a maximal horizontal spread of <7 mm [1]. AIN
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and can be classified according to the Richart grading scale
(AIN I/II/III) or the Bethesda system (low-grade squamous
intraepithelial lesion and high-grade squamous intraepithe-
lial lesion, LSIL/HSIL). It is well known that human papil-
loma virus (HPV) is the etiologic agent for this and other
several specific squamous cell cancers [2]. Although the
natural history of anal cancer is not fully understood, the
persistence of HPV infection is a prerequisite for abnormal
anogenital cytology [3].
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Men who have sex with men (MSM) and most individuals
with human immunodeficiency virus infection (HIV) have a
higher prevalence and incidence of anal canal and perianal
HSIL [4]. The incidence of SISCCA has been increasing
in HIV-infected individuals, even after the introduction of
highly active antiretroviral therapy, although the incidence
of other virus-associated malignancies has decreased in
these patients. In fact, the incidence in HIV-positive MSM
is estimated to be 80 times higher than the incidence in men
in the general population [3].

Treatment of AIN in its early stages could be the best
management to avoid progression to SISCCA [5]. Differ-
ent treatment options for local ablation of localized lesions
have been reported. Laser therapy, cryotherapy, electrocau-
tery, infrared coagulation (IRC), wide excision and topical
agents (imiquimod, trichloracetic acid, and 5% 5-fluorouracil
cream) [6—11]. However, none of them are standardized.

IRC was first described in the late 1970s and it was first
used for AIN during the 1990s. Lesions have to be identi-
fied first by high-resolution anoscopy (HRA), and then IRC
is applied.

IRC ablation has been established as an effective treat-
ment for HSIL. This treatment can be applied in an out-
patient setting with local anesthesia and is associated with
a low rate of complications. This is why it is widely used.
However, recurrence as potential drawback some years after
its introduction into clinical practice, some studies were pub-
lished showings the clinical efficacy or effectiveness of IRC
in the management of these lesions [12-17].

The aim of the present review was to analyze the clinical
efficacy and safety of IRC for the treatment of AIN.

Materials and methods
Protocol and registration

The authors developed the protocol for review, in accord-
ance with the 2009 Preferred Reporting Items for Systematic
reviews and Meta-Analyses (PRISMA) [18] guidelines also
using the new reporting elements derived from the 2016
PRISMA harms checklist [19].

Eligibility criteria

Study characteristics

Study characteristics were defined using the PICOS frame-
work. Search term definitions were inclusive, promoting a

sensitive search of studies reporting infrared coagulation for
the treatment of AIN.

@ Springer

Population The review aimed to identify studies of patients
with AIN.

Intervention IRC as a treatment of AIN.

Comparisons Studies were eligible regardless of whether
they were retrospective or prospective in design, controlled
or uncontrolled.

Outcomes Studies were eligible if they provided extract-
able data on the percentage of anal cancer developed during
follow-up and results on complications described as minor
or major complications according to Clavien—Dindo clas-
sification (minor complication: grade I-1I; major complica-
tion: grade I1I-V).

Report characteristics

Year of publication Any publication date was eligible as
covered by database search from 1960 to 2019.

Language It was decided to include only studies with full
text in the English language.

Type of study Only peer-reviewed publications reporting
primary data were eligible. Thus reviews, editorials, letters
and other forms of secondary expert opinion were excluded
at the screening stage. Only full manuscripts were eligi-
ble; thus conference abstracts and proceedings were also
excluded. No constraint was imposed based on level of evi-
dence. This decision was taken with the knowledge that the
vast majority of data would be extracted from case series
rather than higher quality study types.

Information sources

The authors performed a comprehensive search of the litera-
ture on May 2019 using PubMed and Evidence Based Medi-
cine reviews (including the Cochrane database of systematic
reviews and the Cochrane central register of controlled tri-
als). The search terms were “infrared coagulation”, “infra-
red coagulator”, “anal dysplasia” and “anal intraepithelial

neoplasia”.
Study selection

Screening was performed at the abstract level by the authors,
excluding studies not meeting eligibility criteria where this
could be readily determined from the abstract alone. Full-
text copies of all remaining English language studies were
obtained and assessed by reviewers. A second search was
carried out identifying other references from the selected
studies, from the initial search.
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Individual study quality and risk of bias

The methodological quality of all individual included stud-
ies was assessed by the authors and classified in accord
with Oxford Centre for Evidence-based Medicine (CEBM)
levels of evidence definitions for ‘therapy or harm’ [19].
The following rules were applied accepting that distin-
guishing study designs can be problematic for observa-
tional studies [20].

Results

The literature search identified 25 articles in the first search.
Nineteen studies were excluded after reading the title and
the abstract because they did not fit in the inclusion criteria,
shown in Fig. 1. Therefore, 6 articles were selected and a
total of 524 patients were included in the review [12-17].
The characteristics of the selected series are provided
in Tables 1 and 2. They were published between 2008 and
2018. Three studies were prospective and three retrospec-
tive. Only one of them was a randomized open trial. Five

Fig. 1 Flowchart showing study

selection process

retrieval
(n=25)

Potentially relevant citations
identified and screened for

Records excluded following

abstract review

v

(n=17)

for eligibility
(n=8)

Full text/abstract assessed

Articles excluded (n=2)

” Reasons:

Shor-term results updated in later longer

term follow-up article

Full text articles/abstracts

included in systematic review,

(n=6)
Table 1 .Ch.aructerisl_ics of Study Year Patients Data analysis Study Level of
the sludu_es mc!uded in the included evidence®
systematic review
Stier et al. [12] 2008 18 Prospective Clinical series 2C
Cranston et al. [13] 2008 68 Retrospective Clinical series 2C
Goldstone et al. [14] 2011 96 Retrospective Clinical series 2C
Weis et al. [15] 2012 146 Prospective Clinical series 2C
Sirera et al. [16] 2013 56 Retrospective Clinical series 2C
Goldstone et al. [17] 2018 120 Prospective Randomized, open- 1B

label trial

*According to Oxford CEBM classification [18]
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Table 2 Characteristics of the patients included in the series

Study Study population Baseline histol- ~ Age®, years
ogy (range)
Stier et al. [12] 16 M HIV HSIL 44 (32-53)
2FHIV
Cranston et al. 68 MSM HIV HSIL 45 (28-65)
[13]
Goldstone et al. 52 MSM HIV—-  HSIL 36 (23-72)
[14] 44 MSM HIV+
Weis etal. [15] 99 M HIV HSIL 40 (27-70)
25 F HIV
42 Untreated
Sireraetal. [16] 45 M HIV HSIL (AIN II/ 42 (22-58)
11 FHIV I11)
Goldstone etal. 112 M HIV HSIL 49 (25-78)
[17] 8 FHIV

MSM men who have sex with men, M male, F female, HSIL high-
grade squamous intraepithelial lesion, AIN anal intraepithelial neopla-
sia

“Median

of these articles were from the United States and one from
Spain.

Only four articles included women (n =46), all of them
HIV infected. The other two only included men, but one
of them differentiated between HIV-infected MSM and
HIV-negative MSM.

The population in this review had a median age of
41.8 years. All patients were treated with IRC and none
of them had any major complications.

Regarding complications related to the procedure, there
were no major complications according to Clavien—Dindo
classification that required any intervention (grade I1I-V).
Pain was the most common symptom found after the pro-
cedure in the different series and mild bleeding that did not
require transfusion was the most common complication.
These results are shown in Table 3.

Table 3 Complications and adverse events related to infrared coagulation

The median follow-up of series included was between 4.7
and 69 months. Clinical response to treatment was assessed
by cytology and histology in most of the series. If the biopsy
proved a normal result or LSIL, the lesion was considered
healed. If the biopsy showed an HSIL from the treated area
at the first evaluation, then it was considered persistence of
the disease. If treated area showed a complete response at a
follow-up visit and then showed an HSIL at a later evalua-
tion, the lesion was classified as recurrent.

Just in one study [14] the cytology result by itself was
also considered during the follow-up for classifying as per-
sistence or recurrence of disease. HSIL at last follow-up
varied from 12.5 to 38% in patients with HIV infection. In
the only study that included patients without HI'V, HSIL
was < 10%, compared to 18% in HIV positive patients in the
same study although the difference was not statistically sig-
nificant. No patient treated with IRC developed anal cancer
during this period of time (as shown in Table 4). Two studies
[15, 17] reported results from follow-up of untreated patients
showing that between 72 and 93% of them had persistent
HSIL at last follow-up and 4.8% developed squamous cell
carcinoma.

Discussion

The treatment of HSIL remains controversial. Many options
are described in the literature but there is no agreement on
which is the best form of management. IRC is a useful and
safe method for treating anal canal dysplasia and to prevent
its progression to SISCCA [5]. As we found in this review,
IRC is a safe treatment with a reported recurrence rate from
10 to 38% in the literature [12—17]. Continued surveillance
is necessary following the initial treatment because of the
risk of recurrence.

The use of trichloroacetic could be a reasonable option
for small lesions. It has been reported to cause regres-
sion to normal epithelium or LSIL in 71-79% [21, 22]

Study Mild/moderate anal ~ Mild/moderate bleed- Mild/mod- Anal stricture Local infection Other complications

pain ing erate fecal (flatulence, anal
incontinence® mucous discharge)

Stier et al. [12] 22%133% 61%/5% 11%%/0 0 0 16%

Cranstonetal. [13] 0 0 0 0 0 0

Goldstone et al. [14] Most common NE NE NE NE NE

Weis et al. [15] NR NR NR NR NR NR

Sirera et al. [16] 13%/0 4%/0 0 0 0 0

Goldstone et al. [17] 80% (mild or moder-  78% (mild or moder- NE NE NE NE

ate) ate)

NE not specified, NR not reported

#Short-lived mild fecal incontinence within a few days to several weeks after the procedure
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Table 4 Clinical results in the

i R Study HSIL at last follow up Duration follow-up Developed SISCCA
different studies included
N (0%)
Stier et al. [12] 38% 12m 0/18 (0%)
Cranston et al. [13] 36% 47 m 0/68 (0%)
Goldstone et al. [14] HIV+ 18% HIV+ 69 m 0/96 (0%)
HIV- 10% HIV—-48 m
Weis et al. [15] Treated 13% Treated 1.3 y 0/102 (0%)
Untreated 93% Untreated 1.8 y 2/42 (4.8%)
Sirera et al. [16] 12.50% 25 m 0/56 (0%)
Goldstone et al. [17] Treated 29% Treated 2 y 0/51 (0%)
Untreated 72% Untreated 1 y 0/57 (0%)

HSIL high-grade squamous intraepithelial lesion, H7V human immunodeficiency virus, m months, y years

Trichloroacetic is applied directly to the lesion in different
sessions at 1- to 2-month intervals.

Other ablative techniques such as electrocautery may
also be a good choice. A study of 232 MSM (132 HIV
positive and 100 HIV negative) had demonstrated 75-85%
of healed lesions after the first treatment but with a recur-
rence rate of 6% and 53% respectively during follow-up
[23]. Pineda et al. [5] in 2008 presented a series of 197
treated patients showing 57% recurrence after a median
follow-up of 19 months. Forty-six patients (18.7%)
required staged therapy for persistent disease. Despite
treatment, three patients progressed to anal cancer or SIS-
CCA. Complications were described in nine patients (4%)
including bleeding, anal stricture and anal fissure.

Most of the studies are focused on HIV-positive men
and little is known in HIV-positive women. Future stud-
ies should include series of HIV-positive women to know
more about the utility of the screening programs and the
treatment of HSIL and its influence on the natural history
and progression to anal cancer. Also other populations at
risk of anal cancer like those with iatrogenic immunosup-
pression (e.g., solid organ transplant recipients, inflamma-
tory bowel disease patients on long-term oral corticoster-
oids) have to be considered.

Few studies published to date report data regarding the
quality of life of patients after treatment. Overall reporting
of side effects is poor and non-standardized. This has also
to be evaluated since it could be something to take into
account when deciding which treatment to use.

As far as we know, this is the first systematic review of
the literature in this topic, following the PRISMA meth-
odology. However, the present study has some limitations.
The studies that were found are very heterogeneous. Some
included only HIV-positive men, others both HIV-posi-
tive men and women and others included MSM also. Also
while some included patients with an isolated lesion, oth-
ers included patients with diffuse HSIL of the anal canal

[24]. Little information is given in the different trials about
fecal continence after the treatment.

In this review, the majority of the series reported had a
follow-up lasting over a year except for that of Cranston and
colleagues [13]. In their series, the average interval between
IRC treatment and follow-up biopsy to check efficacy was
140 days (4.7 months) (range 37-831 days). In this case, it is
difficult to determine if the 36% of inefficacy of IRC is due
to recurrence or persistence of the disease.

We have noticed the lack of articles about the treatment
options of HSIL. More prospective and randomized stud-
ies should be designed to determine the most appropriate
technique for the treatment of this disease. IRC is one use-
ful technique but there are also topical treatments such as
trichloroacetic acid, fluorouracil or imiquimod, or other
ablative therapies such as cryotherapy, laser and electro-
cautery fulguration.

Conclusions

Infrared coagulation is an effective method of ablation of
HSIL that could help to prevent anal cancer. Due to the risk
of recurrence of the disease, continued surveillance is rec-
ommended so that metachronous lesions do not progress
to SISCCA. Future prospective and randomized trials are
needed.
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6.1.3 RESULTADOS ARTICULO 1

La busqueda de la literatura identificd 25 articulos publicados, 19 de ellos fueron
excluidos después de la lectura del titulo y el abstract ya que no seguian los criterios de
inclusion, como se observa en la Imagen 18. Finalmente, 6 articulos fueron

seleccionados e incluidos en la revision con un total de 524 pacientes incluidos.

En las tablas 4 y 5 se presentan las caracteristicas de las diferentes series
seleccionadas. Fueron publicadas entre 2008 y 2018. Tres estudios fueron prospectivos
y otros tres retrospectivos. Tan solo uno de ellos era un ensayo aleatorizado. En cuanto

a la nacionalidad, 5 procedian de estados unidos y uno de Espafia.

En lo que concierne a los pacientes, 4 articulos incluyeron mujeres (n=46) pero
no alcanzan ni al 10% de la poblacidn total. Los otros dos articulos seleccionados
publicaron resultados tan solo sobre hombres, pero uno de ellos diferenciaba entre

hombres que tenian sexo con hombres (HSH) VIH positivos y HSH VIGH negativos.

La edad media de la poblacion de estudio fue de 41,8 afios. Todos ellos fueron
tratados con coagulacion infrarroja y ninguno de ellos presentd complicaciones

mayores.

En cuanto a las complicaciones relacionadas con el procedimiento, no hubo
ninguna complicacion mayor atendiendo a la clasificacion de Clavien-Dindo que requiere
alguna intervencién (grado IlI-V). La proctalgia fue el sintoma mds frecuentemente
descrito por los pacientes después del procedimiento en las 6 series analizadas y el
sangrado leve que no requirid transfusion fue la complicacién mas frecuente. Los

resultados se encuentran en la tabla 6.
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El tiempo de seguimiento de las diferentes series fue entre 4,7 y 69 meses. La
respuesta al tratamiento fue valorada mediante histologia y citologia en la mayoria de
las series. Si la biopsia mostraba un resultado normal o LSIL, la lesién se consideraba
curada. Si la biopsia mostraba HSIL en el area tratada en la primera evaluacién, entonces
se consideraba persistencia de la enfermedad. Si el area tratada mostraba una respuesta
completa en el seguimiento y posteriormente se demostraba un resultado HSIL, la lesién
se clasificaba como recidiva. Tan solo en un estudio [106] se consideraba el resultado de
la citologia de seguimiento suficiente como para clasificarlo como recidiva o persistencia
de la enfermedad. La recidiva de displasia de alto grado durante el seguimiento varié
entre el 12,5y el 38% en aquellos con infeccidn por VIH, como se puede ver en la tabla
7. En el Unico estudio que incluye pacientes no VIH la recidiva fue del 10%, comparado
con el 18% de los infectados por VIH en ese mismo estudio. Ningln paciente tratado con
infrarrojos desarrolld carcinma escamoso anal durante el periodo de estudio. Dos
estudios [83], [84] muestra resultados del seguimiento de pacientes que no fueron
tratados y se observd que entre el 72 y el 93% de ellos presentaban persistencia de
displasia anal de alto grado y que un 4,8% de ellos desarrollaron carcinoma escamoso

anal.
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Imagen 22. Esquema que muestra el algoritmo seguido para la inclusion de los
articulos en la revision

Resultados identificados en la
busqueda inicial
(n=25)

Articulos excluidos tras la

lectura del abstract
(n=17)

v

Lectura completa para ser
elegidos
(n=8)

Articulos excluidos (n=2)

Razones: Resultados a corto plazo que fueron

completados en series posteriores

Articulos incluidos

(n=6)

103



Tabla 4. Caracteristicas de los estudios incluidos en la revision sistematica.

*De acuerdo a la clasificacidon de Oxford CEBM[107]

Estudio

Stier et
al.[108]
Cranston
et al.[81]

Goldstone
et al.[106]
Weis et
al.[83]
Sirera et
al.[8]
Goldstone
et al.[84]

Afo de
publicacidn

2008

2008

2011

2012

2013

2018

Pacientes
incluidos

18

68

96

146

56

120

Anadlisis
de datos

Prospectivo

Retrospectivo

Retrospectivo

Prospectivo

Retrospectivo

Prospectivo

Estudio

Serie clinica

Serie clinica

Serie clinica

Serie clinica

Serie clinica

Ensayo
aleatorizado

Nivel de
evidencia

2C

2C

2C

2C

2C

1B
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Tabla 5. Caracteristicas de los pacientes incluidos en las series

HSH: Hombres que tienen sexo con hombres

H: Hombre

M: Mujer

HGAIN: Displasia anal de alto grado

Estudio

Stier et al.[108]

Cranston et
al.[81]

Goldstone et
al.[106]

Weis et al.[83]

Sirera et al.[8]

Goldstone et
al.[84]

Poblacion
estudio
16 H HIV
2 M HIV
68 HSH

HIV

52 HSH
HIV-
44 HSH
HIV+
99 H HIV
25 M HIV
42 no
tratados
45 H HIV

11 M HIV
112 H HIV
8 M HIV

Histologia
basal
HGAIN

HGAIN

HGAIN

HGAIN

HGAIN (11/111)

HGAIN

Aiios (rango)

44 (32- 53)
45 (28-65)

36 (23-72)

40 (27-70)

42 (22-58)

49 (25-78)
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Table 6. Complicaciones y efectos adversos relacionados con el tratamiento con

infrarrojos
Study Proctalgia Sangrado Incontinencia  Fisura Infeccion Otras
Leve/moderada Leve/moderado fecal anal local complicaciones
Leve/moderada (flatulencia,
secrecion
mucosa)
Stier et 22%/33% 61%/5% 11%*/0 0 0 16%
al.[108]
Cranston 0 0 0 0 0 0
et al.[81]
Goldstone Mas comun NE NE NE NE NE
et al.[106]
Weis et NR NR NR NR NR NR
al.[83]
Sirera et 13%/0 4%/0 0 0 0 0
al.[8]
Goldstone 80% 78% NE NE NE NE
et al.[84] (leve o (leve o
moderada) moderado)

NE: no especificado
NR: No reportado

* incontinencia fecal leve recuperada en dias o semanas tras el procedimiento
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Table 7. Resultados clinicos de las diferentes series incluidas

m: meses
a: anos

Estudio

Stier et al.[108]

Cranston et
al.[81]

Goldstone et
al.[106]

Weis et al.[83]

Sirera et al.[8]

Goldstone et
al.[84]

HGAIN en el
ultimo
segumiento
38%
36%

HIV+ 18%
HIV- 10%

Tratados 13%
No tratados
93%

12,50%
Tratados 29%

No tratados
72%

Duracion
del
seguimiento
12m

4,7 m

HIV+ 69 m
HIV-48 m

Tratados 1,3 a
No tratados 1,8 a

25m

Tratados 2a
No tratados 1a

Cancer anal

N (%)
0/18 (0%)
0/68 (0%)

0/96 (0%)

0/102 (0%)

2/42 (4,8%)
0/56 (0%)

0/51 (0%)
0/57 (0%)
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6.2. ARTICULO 2

INCIDENCE OF RECURRENT HIGH-GRADE ANAL DYSPLASIA IN HIV-1-INFECTED MEN

AND WOMEN FOLLOWING INFRARED COAGULATION ABLATION: A RETROSPECTIVE

COHORT STUDY

J. Corral, D. Parés, F. Garcia-Cuyas, B. Revollo, A. Chamorro, C. Lecumberri, A. Tarrats,

E. Castella, M. Pifiol, B. Clotet, S. Videla, G. Sirera

Pathogens 2021

Factor de impacto: 3.018
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6.2.1 RESUMEN ARTICULO 2

OBIJETIVO

El objetivo de este estudio es estimar la incidencia acumulada de la recidiva de
displasia anal de alto grado (HGAIN) tras el tratamiento con coagulacion con infrarrojos

de un grupo de pacientes VIH positivos.

METODOS

Se trata de un estudio observacional retrospectivo de datos recogidos
prospectivamente, en la seccidon de Proctologia de la unidad de VIH de nuestro centro.
Se calculé la incidencia acumulada de recidiva de displasia anal confirmada con biopsia
y se recogieron los datos referentes a la seguridad del tratamiento con infrarrojo. Se
realizo la deteccion del VPH en las muestras citoldgicas recogidas, tanto anales como

ginecoldgicas (en el caso de las mujeres).

RESULTADOS

Entre enero de 2012 y diciembre de 2015, se identificarons 665 pacientes
infectados por el VIH-1 fueron atendidos en la unidad. Un total de 81 pacientes (12%,
95% Cl: 10-15%) fueron tratados con infrarrojos por displasias anal de alto grado. El
tiempo medio de seguimiento fue de 55 meses (33-71 meses). La incidencia acumulada
de recidiva de displasia de alto grado fue del 25% (20/81, 95% Cl: 17-35%): 25% en
hombres (16/65 95%Cl: 19-57%) y 25% en mujeres (4/16, 95%Cl: 10-50%). El tiempo
medio de recidiva fue de 6 meses (2-19m): 6 meses en hombres (2-19m) y 4 meses en
mujeres (2-6m). La infeccién por VPH fue detectada en todos los pacientes, a excepcion

de 2. El VPH 16 fue el mas frecuente.

CONCLUSIONES
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La recidiva de displasia de alto grado tras el tratamiento con infrarrojos es
frecuente. Se recomiendo un seguimiento estrecho de los pacientes tratados para

prevenir nuevos episodios, principalmente tras el primer afo.
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Abstract: This single-center, retrospective cohort study sought to estimate the cumulative incidence
in HIV-1-infected patients of biopsy-proven high-grade anal intraepithelial neoplasia (HGAIN) recur-
rence after infrared coagulation (IRC) treatment. The study was based on data from a prospectively
compiled database of 665 HIV-1-infected outpatients who attended a hospital Clinical Proctol-
ogy/HIV Unit between January 2012 and December 2015. Patient records were checked to see which
ones had received IRC treatment but later experienced a recurrence of HGAIN. Cytology samples
were also checked for the presence of human papilloma virus (HPV). A total of 81 of the 665 patients
(12%, 95%CI: 10-15%), of whom 65 were men and 16 women, were diagnosed with HGAIN and
again treated with IRC. Of these 81, 20 (25%) experienced recurrent HGAIN, this incidence being
true of both men (16/65, 95%CI: 19-57%) and women (4/16, 95%CI: 10-50%). The median time to
recurrence was 6 (2-19) months overall, 6 (2-19) months in men, and 4 (2-6) months in women. HPV
infection was detected in all patients except two, with HPV-16 being the most common genotype.
This rate of incidence of recurrent HGAIN following IRC treatment is consistent with other reports
and highlights the importance of continued post-treatment surveillance, particularly in the first year.

Keywords: anal dysplasia; infrared coagulation; high-resolution anoscopy; HIV infection; anal
intraepithelial neoplasia

1. Introduction

Anal cancer (AC) is one of the most common non-AIDS-defining cancers [1], and its
incidence has increased in recent decades. Many studies have pointed in particular to

Pathogens 2021, 10, 208. https:/ /doi.org/10.3390/ pathogens10020208
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its rise among HIV-1-infected men, especially men who have sex with other men (MSM).
However, data on AC incidence among HIV-1-infected women are scarce.

Interrupting the natural history of AC is a challenge. Infrared coagulation (IRC) has
been established as an effective treatment for high-grade squamous intraepithelial lesions
(HSIL) [2]. It can be applied at the doctor’s office with local anesthesia and shows a low
rate of complications after treatment. First, the anal canal lesion is identified by means
of high-resolution anoscopy (HRA), then IRC is applied directly using a short pulse of
narrow-beam light, which produces thermal coagulation necrosis [3]. However, even after
IRC, anal intraepithelial neoplasia (AIN) may appear. High-grade AIN (HGAIN, which
incorporates AIN grades 2 and 3) is often a precursor of AC.

In a previous study [4], our group reported a cumulative incidence of biopsy-proven
HGAIN recurrence after IRC treatment in 56 HIV-1-infected patients of 12.5% (95%CI:
6-24%); broken down by gender, recurrence was seen in two out of 11 women (18%) and
five out of 45 men (11%). Having accumulated a larger body of data which also incorporates
a three-year follow-up period, in the present study we will expand on our earlier results.

2. Patients and Methods
2.1. Study Design

The study was a single-center, retrospective cohort study based on data from a prospec-
tively compiled database consisting of the digitized medical records of outpatients who
were being attended at the HIV Unit of the Hospital Germans Trias i Pujol in Badalona,
Spain. The cohort protocol was approved by the local Institutional Review Board (IRB) and
all patients gave their written informed consent.

2.2. Study Population

The study population was made up of the 665 HIV-1-infected patients of both genders
who had been treated using IRC for biopsy-proven HGAIN between 1 January 2012 and
31 December 2015 and who had yielded positive HIV serology results, were being attended
at the hospital’s HIV Unit, and were at least 18 years old. Follow-up of all these patients
had ceased by December 2019.

2.3. Anal Canal: Cytological and Histological Assessment

An anal canal sample was taken for cytological examination and the Papanicolaou
test was performed to check for anal canal cytological changes, as described previously [4].

After topical application of 5% acetic acid in the anal canal for 2 min, HRA was
performed using the technique described in [5]. If the HRA revealed a lesion, a biopsy was
performed. Histological changes were classified according to the grade of AIN as AIN-1,
AIN-2, or AIN-3.

2.4. Infrared Coagulation

If the result of the histological examination revealed HGAIN (i.e., AIN-2 or AIN-3),
patient consent to undergo IRC ablation was obtained. IRC sessions were usually scheduled
between 1 and 2 months after the first HRA. During the IRC process, each lesion was
identified, infiltrated with local anesthesia, and then repeatedly coagulated using a Redfield
IRC 2100 Infrared Coagulator (Redfield Corporation, Rochelle Park, New Jersey, USA) in
pulses of 1.5 s [4]. All procedures were performed by trained surgeons.

2.5. Follow-up after IRC Ablation

After IRC ablation, patients underwent routine evaluations involving visual inspec-
tion, digital rectal examination, and anal canal cytology at 3 to 6-month intervals. Major
post-IRC complications were recorded. Patients with abnormal cytology results during the
follow-up underwent another examination with HRA. If HRA revealed a new lesion, a
biopsy was again performed. Patients with biopsy-proven AIN-2 or AIN-3 were advised
to undergo further IRC ablation. Patients with AIN-1 were monitored with anal cytology
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at 3 to 6-month intervals. Patients with normal cytology results after IRC were monitored
using anal cytology at 12-month intervals.

2.6. Cervix: Cytological Assessment

In the group of women studied, cervical cytology was assessed (in the same year as
the anal canal IRC ablation) using the Papanicolaou method and results recorded according
to the Bethesda Classification System, as follows: normal (i.e., negative for intraepithelial
lesion or malignancy); ASCUS (atypical squamous cells of undetermined significance);
LSIL (low-grade squamous intraepithelial lesions); or HSIL.

2.7. Detection of Human Papilloma Virus Infection

When samples were available from the anal canal or, in the case of women, the cervix,
these samples were tested for human papilloma virus (HPV) infection with positive results
simultaneously identified for HPV type using the Anyplex™ II HPV28 real-time PCR
assay (Seegene, Seoul, Korea). DNA was extracted from cell suspensions using the QiAMP
Viral RNA kit (QIAGEN, Hilden, Germany).

2.8. Study Definitions

Baseline was defined as the moment of the patient’s first anal cytology assessment at
which HGAIN was recorded, with recurrent HGAIN defined as biopsy-proven HGAIN
subsequent to IRC treatment. The follow-up period was defined as the time between
baseline and either biopsy-proven recurrence of HGAIN or last visit available after IRC in
case of no recurrence.

2.9. Statistical Analysis

No formal sample size was calculated. The sample was defined as all HIV-1-infected
patients with HGAIN (AIN-2 or AIN-3) as diagnosed by histological examination.

The cumulative incidence of biopsy-proven HGAIN recurrence after IRC treatment
was estimated, and its 95% confidence interval (95%CI) was calculated. The mean time to
recurrence was analyzed using the Kaplan—-Meier method. Agreement between the cyto-
logical diagnosis (Papanicolaou test) and the histological diagnosis (biopsy) was described.
HPYV infection and IRC safety was described.

A p value <0.05 was considered statistically significant. Data were analyzed using
SPSS version 20 statistical software (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).

3. Results
3.1. Patient Characteristics

Of the 665 HIV-1-infected patients who were attended at our Clinical Proctology HIV
Section with at least an anal canal cytology performed, 81 (12%, 95%CI: 10-15%) patients
were diagnosed with HGAIN and were treated with IRC. Of these 81, 65 (80%) were men,
of whom 60 (92%) were Men who have Sex with Men (MSM) and 5 (8%) were Men who
have Sex with Women (MSW), and 16 (20%) were women. The mean age was 43.1 (SD 11.2)
years and the median 44 (range 2477 years). Table 1 shows the baseline characteristic of
the study population.

3.2. Recurrence of HGAIN

The cumulative incidence of recurring biopsy-proven HGAIN was 25% (20/81, 95%ClI:
17-35%): 25% (16/65, 95%CI: 19-57%) in men and 25% (4/16, 95%CI: 10-50%) in women.
The median follow-up period for the study population was 55 months (range 33-71) and
the median time to recurrence was 6 months (range 2-19). Broken down by gender, the
median was 6 months (range 2-19) in men and 4 months (range 2-6) in women.

At baseline, a total of 101 anal lesions in the 81 patients were visually detected by
HRA: 30% (19/64) of the men had >1 lesion whereas all the women had only one lesion.
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At recurrence, 26 lesions in the 20 patients were detected by HRA; here, 6% (1/16) of the
men and 50% (2/4) of the women had >1 lesion.

Table 1. Baseline characteristics.

. - Study Population Women Men
Baseline Characteristics yN =P81 i 16 n=65 p-Value
Age in years
Median (Range *) 44 (24-77) 46.5 (24-59) 43 (24-77) 0.425
Time of known HIV in years
Median (Range *) 5 (0-30) 23 (5-30) 4 (0-30) <0.001
Antiretroviral therapy
Yes (%) 73/81 (90%) 15/16 (94%) 58/65 (89%) 0.503
HIV plasma load in copies/mL
Mean at zenith (SD) 142 064 (243 485) 59 063 (79 322) 162 495 (265 490) 0.129
Current mean (SD) 71250 (22 050) 5343 (18 381) 7 565 (22 970) 0.72
N patients < 50 HIV RNA (%) 62/81 (76.5%) 11/16 (68.8%) 51/65 (78.5%) 0.302
CD#4 cell count/uL
Current mean (SD) 572 (250) 482 (252) 594 (247) 0.108
Mean at nadir (SD) 246 (170) 182 (159) 261 (169) 0.096
N patients < 200 cells/uL at nadir (%) 35/81 (43%) 10/16 (63%) 25/65 (39%) 0.073
Hepatitis C
Yes (%) 20/81 (24.7%) 10/16 (62.5 %) 10/65 (15.4%) <0.001

* Range (minimum-maximum values).

3.3. Cytology Results at Anal Canal and Cervical Sites at Baseline

Agreement between the cytological and histological diagnosis was described (Table 2).
All patients (n = 81) with abnormal cytological diagnosis (ASCUS, LSIL or HSIL) and
visualized lesion by HRA had a histological diagnosis of AIN-2 (61 patients, 75%, 95%CI:
65-83%) or AIN-3 (20 patients, 25%, 95%CI: 17-35%).

Table 2. Cytological and histological diagnosis at the anal canal.

Cytology-Histology Concordance Histology Results (Biopsy)
AIN-2 AIN-3
Baseline cytology results (1 = 81)
ASCUS (n = 6) 5 (83%) 1(17%)
L-SIL (n = 43) 32 (74%) 11 (26%)
H-SIL (n = 32) 24 (75%) 8 (25%)
At recurrence cytology results (n = 20)

ASCUS (n=1) 1 (100%)

L-SIL (n = 6) 4 (67%) 2 (33%)
H-SIL (n = 13) 7 (54%) 6 (46%)

The baseline anal canal cytology test results for the men (1 = 65) were ASCUS 8%
(5/65), LSIL 59% (38/65), and HSIL 34% (22/65), while, for the women (1 = 16), they were
ASCUS 6% (1/16), LSIL 31% (5/16), and HSIL 63% (10/16). The baseline histology results
for the men show that 79% (51/65) had AIN 2 and 22% (14/65) had AIN 3, while 63% of
the women (10/16) had AIN 2 and 38% (6/16) had AIN 3.

At recurrence, the anal canal cytology test results for the men (1 = 16) were ASCUS
6% (1/16), LSIL 31% (5/16) and HSIL 63% (10/16), while, for the women (1 = 4), they were
LSIL 25% (1/4) and HSIL 75% (3/4). The recurrence histology results for the men show
that 63% (10/16) had AIN 2 and 38% (6/16) had AIN 3, while 50% of the women (2/4) had
AIN 2 and 50% (2/4) had AIN 3.

With regard to cervical site testing, cytology was available for all the female partic-
ipants with HGAIN in the anal canal. Cytology test results in this case showed ASCUS
in 12% of the women (2/16) and LSIL in 38% (6/16), the remaining 50% women (8/16)
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yielding normal (negative) results. The four women who presented a recurrence of HGAIN
at an anal canal site had at least one historical cervical dysplasia, as revealed in the baseline
cytology test.

3.4. HPV Infection

At baseline, 67 out of 81 patients (83%; 12 women, 55 men) had samples from an anal
canal site for available HPV infection detection. HPV infection was detected in all patients
except two (one woman, one man). Single HPV infection (for only one HPV genotype)
was detected in five patients (four women, one man), and multiple infections (for >1 HPV
genotype) in 60 patients (seven women, 53 men). HPV-16 was the most prevalent HPV
genotype found at an anal canal site at baseline; this represented 40% of the men (22/55,
95%CI: 29-54%) and 50% of the women (6/12, 95%CI: 25-75%). Men presented a greater
number of HPV genotypes at anal canal sites (mean 6.1, SD 3.1) relative to women (mean
3.8,SD 2.7).

Of the 20 patients with recurrent HGAIN, 18 (90%; three women, 15 men) had samples
from an anal canal site available for the detection of HPV infection. The analysis detected
28 HPV genotypes, of which 13 were high-risk-HPV genotypes (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45,
51, 52, 56, 58, 59, and 68), 9 were low-risk-HPV genotypes (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, and
70) and 6 were uncertain-risk-HPV genotypes (26, 53, 66, 69, 73, and 82). HPV infection
involving >1 HPV genotype was detected in all patients. HPV-16 was the most prevalent
HPV genotype, being present in 47% of the men (95%CI: 25-70%) and 100% of the women
(95%CI: 44-100%). The men presented a greater number of HPV genotypes at anal canal
sites (mean 4.7, SD 1.5) relative to the women (mean 3.9, SD 2.3).

3.5. Adverse Events Related to IRC

No major complications related to IRC were reported. Pain was the main adverse
event reported by patients. Likewise, no adverse events related with the obtaining of
sampled from the anal canal for cytology and HPV assessment were reported.

4. Discussion

HGAIN is a prevalent pathology among HIV-1-infected patients, and recurrence of
HGAIN in these patients, regardless of treatment, is not uncommon. In the present study
of 81 HIV-1-infected patients with a long follow-up (minimum 33 months), we found the
same cumulative incidence of biopsy-proven HGAIN recurrence after IRC treatment in
both men and women, namely 25%.

Though our previous results (published in 2013) on the estimated cumulative recur-
rence of biopsy-proven HGAIN seem to differ from those reported here, the confidence
intervals overlap (12.5%, 95%CI: 6-24% versus 25%, 95%CI: 17-35%) [6]. Furthermore, the
rates of HGAIN recurrence reported here are similar to those reported by most other au-
thors, which range from 12.5% to 38% [4,6-10], though a recent study reported a recurrence
rate of 53.3% at 2 years in a cohort of 100 MSM [11] (it is noteworthy that these studies
were mainly based on MSM).

Our study has several limitations. First, the small sample size (especially of women)
means that the results found may be an over- or underrepresentation of the real recurrence
rate. Second, our study reports the experience of a single center where a screening program
for anal cancer prevention has been active since 2005. However, this program may differ
from others [12], which may limit the applicability of our results to other centers. Third, itis
conceivable that some cases of HGAIN were missed as a result of the fact that the first step
in our screening program is performed by means of cytological analysis. Finally, although
we report here the number of lesions detected by means of HRA, we do not stipulate
the actual size of every lesion. On the other hand, our study also has strengths. To our
knowledge, it is the first study to include HIV-1-infected women and data concerning their
gynaecological history and HIV/HPV infection. The differences between HIV-1-infected
men and women in the natural history of HPV-infection in the anal canal are not well
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understood. Despite the low number of women studied, the rate findings of HGAIN, of
AIN-3 and of HPV 16 infection at anal canal were greater among HIV-1-infected women
than HIV-1-infected men (at both moments studied: baseline and recurrence). Therefore,
these results may suggest that HPV infection could be more aggressive among HIV-1-
infected women and, in consequence, HIV-1-infected women could have a greater risk of
HGAIN recurrence after IRC treatment.

In conclusion, the fact that recurrence of HGAIN in HIV-1-infected patients after
IRC ablation is a fairly common occurrence highlights the great importance of continued
post-treatment surveillance to prevent new episodes, particularly in the first year.
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6.2.3 RESULTADOS ARTICULO 2

Caracterisitcas de los pacientes

Entre Enero de 2012 y Diciembre de 2015, 665 paciente infectados por el VIH
fueron atendidos en nuestra consulta de Proctologia dentro de la unidad de VIH, con al
menos una citologia realizada. Un total de 81 (12%, 95 IC: 10-15%) pacientes fueron
diagnosticados de displasia anal de alto grado demostrada con biopsia dirigida por
anoscopia y tratados posteriormente con Infrarrojos. De los 81, 16 eran mujeres (20%)
y 65 hombres (80%) [60 (92%) Hombres que tienen sexo con hombres (HSH) y 5 (8%)
Hombres que tienen sexo con mujeres (HSM)]. La edad media (DS) fue de 43,1 afios
(11,2 afos) [mediana (rango): 44 afos (42-77)]. La tabla 9 muestra las caracteristicas

basales de la poblacion de estudio.

Las caracteristicas basales del grupo de hombres segun su orientacién sexual (60
HSH y 5 HSM) fueron: afios [mediana (rango)]: 41 (24-77) / 54 (45/62); tiempo de
evoluciéon del VIH [mediana (rango)]: 6 (5-26) / 4 (0-30); pacientes con tratamiento
antiretroviral [n (%)]: 53 (88,3%) / 5 (100%); carga viral (<50 copias/ml) [n(%)]: 47
(78,3%) / 4 (80%); recuento CD4 nadir (<200 células/uL) [n(%)]: 21 (35%) / 4 (80%);
hepatitis C [n(%)]: 8 (13,3%) / 2 (40%).

Efectividad de la coagulacion infrarroja: recidiva de la displasia anal de alto grado

Un total de 81 pacientes fueron diagnosticados de displasia anal de alto grado
(16 mujeres (15%) y 65 hombres (85%)) probada con biopsia dirigida mediante
anoscopia y posteriormente tratados con infrarrojos. El tiempo medio (rango) de
seguimiento fue de 55 meses (33-71 meses). La incidencia acumulada de recidiva de
displasia de alto grado tras tratamiento con infrarrojos fue del 25% (20/81, 95%IC: 17-
35%): 25% en mujeres (4/16, 95%IC: 10-50%) y 25% en hombres (16/65, 95%IC: 19-57%).
El tiempo medio (rango) de recidiva (meses) fue de 6 meses (4-19): 4 meses (2-6) en
mujeres y 6 meses (2-19) en hombres. La imagen 19 muestra la probabilidad de

permanecer libre de displasia de alto grado por género segun la curva de Kapplan-Meier.
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Tabla 9. Caracteristicas epidemioldgicas
*Rango (valores minimo-maximo).

Caracteristicas basales

Anos
Mediana (Rango*)

Tiempo evolucié VIH (afios)

Media (Rango*)
Terapia antiretroviral
Si (%)

Carga viral (copias/mL)
Zenit [media (DS)]
actual [media (DS)]
<50 HIV RNA [n (%)]
Recuento CD4 /uL
actual [media (DS)]
Nadir [media (DS)]
Nadir <200 cel/pL [n (%)]
Hepatitis C
[si, n (%)]

Poblacién estudio
n=81

44 (24-77)
5[0-30]
73/81 (90%)
142.064 (243.485)
7.1250 (22050)
62/81 (76,5%)
572 (250)
246 (170)
35/81 (43%)

20/81 (24,7%)

Mujeres
n=16

46,5 (24-59)
23 [5-30]
15/16 (94%)
59.063 (79.322)
5.343 (18.381)
11/16 (68,8%)
482 (252)
182 (159)
10/16 (63%)

10/16 (62,5 %)

Hombres
n=65

43 (24-77)
4[0-30]
58/65 (89%)
162.495 (265.490)
7.565 (22.970)
51/65 (78,5%)
594 (247)

261 (169)
25/65 (39%)

10/65 (15,4%)
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0,425
<0,001
0,503
0,129
0,72
0,302
0,108
0,096
0,073

<0,001



Imagen 23. Curvas de Kapplan-Meier en ambos sexos
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Imagen 24. Curvas de Kapplan-Meier separado por sexos
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Se visualizaron en la anoscopia basal un total de 101 lesiones anales en 81
pacientes. Todas las mujeres tenian una Unica lesion, asi como el 30% de los
hombres (19/64). En la recidiva, se visualiaron 26 lesiones en 20 pacientes: un 50%

(2/4) de las mujeres y un 6% (1/16) de los hombres tenian mas de una lesion.

Resultados citoldgicos y de biopsia en el canal anal y en el cérvix basal y en la

recidiva

Podemos ver la concordancia entre la citologia y la biospia diagndsticas en
la tabla 10. Todos los pacientes (n=81) con una citologia anormal (ASCUS, LSIL o
HSIL) y una lesién diagnosticada en la anoscopia de alta resolucion tubieron una
biopsia de AIN 2 (61 pacientes, 75%, 95%Cl: 65-83%) o AIN 3 (20 pacientes, 25%,
95%Cl: 17-35%).

En el canal anal al inicio del estudio, los resultados citolégicos en las mujeres
infectadas por VIH (n=16) fueron: ASCUS 6% (5/16), LSIL 31% (5/16), HSIL 63%
(10/16); y en los hombres infectados por VIH (n=65): ASCUS 8% (5/65), LSIL 59%
(38/65), 34% HSIL (22/65), p-valor: 0,106.

Los resultados histolégicos tomados en la primera biopsia mediante
anoscopia en las mujeres fueron: 63% (10/16) AIN 2y 38% (AIN 3); y en los hombres:
79% (51/65) AIN 2y 22% (14/65) AIN 3, p-valor: 0,158.

En la citologia diagndstica de recidiva, los resultados citologicos fueron en
las mujeres (n=4): LSIL 25% (1/4), HSIL 75 % (3/4), ningiin ASCUS detectado; y en los
hombres (16): ASCUS 6% (1/16), LSIL 31% (5/16); HSIL 63% (10/16).

Las biopsias tomadas en el diagndstico de la recidiva de la mujeres fue: AIN
2 50% (2/4) y AIN 3 50% (2/2); en los hombres: AIN 2 63 % (10/16) y AIN 3 38%
(6/16).
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En el cérvix, la citologia (en el mismo afo que la citologia anal basal) estubo
disponible en el 100% de las mujeres analizadas. Los resultados fueron: ASCUS 12%
(2/16), LSIL 38% (6/16), LSIL 50% (8/16), HSIL 13% (2/16) y normal 13% (2/16). Las
cuatro mujeres que recidivaron tras ser tratadas por displasia anal de alto grado
tenian, todas ellas, al menos un episodio de displasia cervical en su historia
(citologias cervicales previas a la citologia anal basal). La tabla 11 muestra la
correlacidn entre el canal anal y el cérvix en las mujeres del estudio, diferenciando

aquellas que recidivaron en la displasia anal de alto grado y las que no.

126



Tabla 10. Concordancia entre citologia y biopsia diagnética

Concordancia

cito-histoldgica

AIN 2
Citologia inicial
(n=81)

ASCUS (n=6) 5 (83%)
LSIL (n=43) 32 (74%)
HSIL (n=32) 24 (75%)

Citologia recidiva
(n=20)
ASCUS (n=1) 1 (100%)
LSIL (n=6) 4 (67%)
HSIL (n= 13) 7 (54%)

Resultados Biopsia

AIN 3

1(17%)

11 (26%)

8 (25%)

2(33%)

6 (46%)
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Tabla 11. Correlacidn entre el canal anal y el cérvix en las mujeres del estudio,

diferenciando aquellas que recidivaron en la displasia anal de alto grado y las que

no.

Canal anal

p=0,062 Patologia cervical histdrica
% (n)
Normal ASCUS LSIL HSIL
No recidiva 17% 25% 58% 0%
(n=12) (2) (3) (7) (0)
Recidiva 0% (0) 25% 25% 50%

(n=4) (1) (1) (2)
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Tabla 12. Resultados de la citologia basal de hombres y mujeres

ASCUS LSIL HSIL
Mujeres (n=16) 6% (1) 31% (5) 63% (10)
Hombres (n=65) 8% (5) 59% (38) 34% (22)

Tabla 13. Resultados de la citologia en la recidiva de hombres y mujeres

ASCUS LSIL HSIL
Mujeres (n=4) 0% (0) 25% (1) 75% (3)
Hombres (n=16) 6% (1) 31% (5) 63% (10)

Tabla 13. Resultados de la biopsia basal de hombres y mujeres

AIN 2 AIN 3
Mujeres (n=16) 63% (10) 38% (6)
Hombres (n=65) 79% (51) 22% (14)

Tabla 14. Resultados de la biopsia en la recidiva de hombres y mujeres

AIN 2 AIN 3
Mujeres (n=4) 50% (2) 50% (2)
Hombres (n=16) 63% (10) 38% (6)
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Infeccidn por el virus del papiloma humano

Al inicio del estudio, el 83% de los pacientes (67/81) tenia muestra
disponible para la deteccién de la infeccion por VPH (12 mujeres y 55 hombres). Se
detectd infeccidn por VPH en todos los pacientes a excepcion de 2 (1 hombre y una
mujer). En 5 pacientes se demostrd una infecciéon simple por el VPH (4 mujeresy 1
hombre),es decir por un solo genotipo de VPH. Sin embargo, 60 pacientes (7
mujeres y 53 hombres) tubieron una infeccién por multiples genotipos, p-valor:
0,160. El genotipo mas frecuente fue el VPH 16, en el 40% de los hombres y el 50%
de las mujeres. Las imagenes 25 y 25 muestran las tablas de prevalencias de la
infeccion por VPH y sus genotipos distribuidos por género y especificando en
aquellos pacientes que presentaron recidiva o no tras ser tratados por displasia anal

de alto grado con infrarrojos.

Las mujeres presentaron un numero mas bajo de genotipos de VPH (media
(DS)) en el canal anal en comparacién con los hombres: 3,8 (2,7) en comparacién a
6,1 (3,1), p-valor 0,027. El VPH 16 fue el mads prevalente en el canal anal en la
citologia basal: 50% de las mujeres (6/12, 95%IC: 25-75%) y 40% de los hombres
(22/55, 95%IC: 29-54%). P-valor: 0,287.

En la recidiva, el 90% de los pacientes tenian muestras disponibles para la
deteccion de la infeccion por VPH (3 mujeres y 15 hombres). Se demostrd infeccidn
por VPH en el 100% de los pacientes. Todos ellos tenian infeccion multiple por
diferentes genotipos de VPH. La distribucion de los diferentes genotipos de VPH fue
similar a la de la citologia basal inicial. Los hombres continuaban teniendo un
numero mas alto de media (DS) de genotipos diferentes que las mujeres: 4,7 (1,5)
en comparacion con 3,59 (2,3). P-valor: 0,398. El VPH 16 fue el mas prevalente de
los genotipos: 100% de las mujeres (95%IC: 44-100%) y 47% de los hombres (95%IC:
25-70%).
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Efectos adversos relacionados con la coagulacidn infrarroja

No se ha reportado ninguna complicacidn grave secundaria al tratamiento con
infrarrojos. La proctalgia es el efecto adverso mas frecuentemente referido por los
pacientes. Asi mismo, tampoco se han reportado efector adversos por la obtencién

de muestras mediante anoscopia.
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Imagen 25. Prevalencia de los genotipos VPH en el canal anal de los hombres, tanto en
la citologia basal como en la recidiva. Resultados del segundo articulo[109].

HIV-infected MEN.
100 - Prevalence by HPV genotypes
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Imagen 26. Prevalencia de los genotipos VPH en el canal anal de las mujeres, tanto en

HIV-infected WOMEN.
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la citologia basal como en la recidiva. Resultados del segundo articulo[109].
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8. DISCUSION
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8.1. DISCUSION ARTICULO 1

El tratamiento de la displasia anal de alto grado sigue siendo controvertido.
Existen muchas opciones descritas en la literatura, pero no existe ninglin acuerdo entre
expertos para decidir cual de ellos se erige como el mejor para controlar esta
enfermedad. El tratamiento con coagulacidn infrarroja es un método util y seguro para
tratar la displasia de canal anal y evitar la progresion a carcinoma escamoso anal [110].
Cémo hemos visto en esta revision, el tratamiento con infrarrojos es un tratamiento
seguro con unos indices de recidiva entre el 10 y el 38% segun las series publicadas.
Debido a esta razdén un seguimiento estrecho es necesario para el control de la

enfermedad.

Otras técnicas ablativas como la coagulacion con electrocauterio puede ser
también una buena opciéon. Un estudio de 232 HSH [86] (132 VIH positivos y 100 HIV
negativos) demostré un 75-85% de regresion de lesiones tras el primer tratamiento pero
con una recidiva del 61-53% respectivamente en el seguimiento. Finalmente, un
paciente evoluciond a Carcinoma de células escamosas de ano. Pineda et al. [110]
presenté en 2008 una serie de 197 pacientes tratados con electrocoagulacion,
mostrando un 57% de recidiva tras el tratamiento con un segumiento de hasta 19 meses.
46 de los pacientes (18,7%) necesitd tratamientos repetitivos por persistencia de la
enfermedad. A pesar del tratamiento, 3 pacientes desarrollaron carcinoma escamoso
anal. Las complicaciones mas frecuentes descritas en 9 pacientes (4%) fueron: sangrado
leve, fisura y estenosis anales. En otro estudio de Burgos et al. [111] con 83 pacientes
tratados con electrocoagulacién por displasia anal de alto grado, todos ellos HSH VIH
positivos, y seguidos con una media de 12,1 meses, observaron un 32% de respuesta
completa, un 33% de respuesta parcial y 33% de persistencia de la enfermedad
inalterada. De los pacientes que respondieron se observé una recidiva del 25,4% tras
29,9 meses de seguimiento. Afortunadamente ningln paciente evoluciond a una

histologia maligna.
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La radiofrecuencia es otra terapia disponible, dentro de los tratamientos
ablativos, que se basa en la similitud que existe con el esdfago de Barret. Precisa
realizarse bajo sedacion y con anestesia local. Goldstone et al. Publicaron en 2017
[112]sus resultados tras tratar a 10 pacientes, que a pesar de ser buenos: eficacias (con
biopsia demostrada) del 60% a los 3 meses, 90% a los 6 meses y 100% a los 12 meses;
los efectos adversos descritos fueron frecuentes y potencialmente graves: 100% de
dolor postratamiento, 70% de sangrado, 70% de incontinencia fecal recuperable, 10%

de trombosis hemorroidal y 10% de estenosis anal.

Sobre la crioterapia, existe poca bibliografia. Tiene baja profunidad de
penetracidn y no causa cicatrizacio. En 2008 141 paciente fueron tratados por Nathan

et al. [113] con una eficacia del 63% a los 12 meses postratamiento.

El uso de acido Tricloroacético (TCA) puede ser una opcién razonable para
lesiones displasicas. Se trata de una terapia citotdoxica de aplicacién tdpica que es
aplicada directamente sobre las lesiones y dirigida mediante anoscopia de alta
resolucidn en diferentes sesiones, normalmente 3 o 4, separadas en intervalos de 1-2
meses. A diferencia de otras terapias tépicas depende del médico y no del paciente para
su aplicacion. Se han descrito porcentajes de regresion de las lesiones entre un 71-79%,
con biopsia comprobada de LSIL o normal posteriormente al tratamiento [114], [115].
En el estudio de Singh et al. En 2009, que incluye un total de 29 pacientes se observa un
61% de resolucion de la displasia de alto grado, concretamente observaron un 32% de
respuesta completa y un 29% de respuesta parcial. A pesar de estos buenos resultados
iniciales, el 72% de los pacientes presentaron una recidiva a los 6 meses. Si bien es cierto,

presenta, ademads, como ventaja, un bajo coste y pocos efectos adversos.
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Otras terapias tépicas como el imiquimod, el 5-FU o el cidofovir dependen del
propio paciente para su aplicacidn y suelen ser tratamientos largos que perduran en el
tiempo (normalmente durante semanas o meses). Los efectos adversos suelen ser
molestos para el paciente (irritacién, quemacdn, erosiones/ulceraciones) y precipitar el
abandono del tratamiento. El imiquimod 5% se trata de un inmumodulador que activa
la inmunidad celular y humoral que provoca la regresién de la lesidn displdsica y puede
prevenir la recurrencia. Fox et al. En 2010 [116] presentd su experiencia con 64
pacientes, de los cuales completaron el tratamiento 53 de ellos, 28 pacientes tomaron
la rama de medicacion activa y 25 la rama placebo. Tras 6 meses se observo un 43% de
resolucién o regresion, a diferencia del 4% en el brazo placebo. El 61% de ellos
presentaba una respuesta mantenida a los 36 meses. El 5-Fluorouracilo 2,5% es un
anadlogo de la pirimidina e inhibe la sintesis de DNA inhibiendo la timilidato sintasa.
Richel et al. [117] en 2010 traté a 46 pacientes con 5-FU y a los 6 meses del tratamiento
un 57% de ellos presentaba respuesta (39% completa y 17% parcial), aunque otro 37%
no presentd respuesta alguna. A los 6 meses posteriores se observé una recidiva del
50%. A pesar de que el 85% de los pacientes presentaron efectos adversos, solo 2
pararon el tratamiento. Por ulitmo, el cidofovir 1% tiene actividad antiviral directa. Y a
pesar de ser mejor tolerado, no es muy utilizado por su precio y por no existir
presentacion topica en el mercado. En 2013, Stier et al. [118] presentd a 24 hombres y
9 mujeres tratados con cidofovir, el 79% completd el tratamiento mostrando respuesta
el 51% de ellos (15% completa y 36% parcial). El 21% se presentaba estable y un 6%

progresaron.

Como resaltdbamos previamente, la mayoria de los estudios estdn enfocados en
pacientes hombres VIH positivos (especialmente HSH), y poco se sabe al respecto de las
mujeres que conviven con el VIH, ya que hay pocos datos publicados. Estudios futuros
deberian incluir series de mujeres VIH positivas, para asi, poder saber mds sobre la
utilidad de estos programas de cribado y tratamiento de displasia anal de alto grado y

su influencia en la historia natural de la infeccion por VPH y la progresidn a cancer anal.
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Ademads, otras poblaciones en riesgo de desarrollar cancer anal cdmo aquellos con
inmunodepresion iatrogénica (como los transplantados de érganos sélidos y pacientes
con enfermedad inflamatoria intestinal con tratamientos largos con corticoesteroides)

deberian ser considerado.

Pocos estudios publicados hasta la fecha de este articulo reportan datos en
cuanto a la calidad de vida de estos pacientes después del tratamiento. La forma de
reportar los efectos adversos es pobre y no estd estandarizado. Esto también deberia
estar evaluado, pues podria ser tomado en cuenta a la hora de decidir el tratamiento a

utilizar.

Hasta donde sabemos, esta es la primera revisidn sistematica de la literatura que
se ha hecho en este tema, coagulacion infrarroja para el tratamiento de displasia anal
de alto grado, siguiendo la metodologia PRISMA. Sin embargo, el presente estudio tiene
algunas limitaciones. Los estudios que han sido incluidos son muy heterogéneos.
Algunos incluyen solo pacientes infectados por el VIH, otros hombres y mujeres VIH
positivos y otros tan solo HSH, incluso HSH VIH negativos. Ademas, mientras algunos
incluyen pacientes con enfermedad limitada, otros incluyen pacientes con enfermedad
mas extensa en el canal anal. También, ningun estudio correlaciona la respuesta externa
de displasia anal de alto grado con la coagulacién infrarroja. Poca informacion es dada
en los diferentes estudios en cuanto a la incontinencia fecal desarrollada después del

tratamiento.

En esta revisidn la mayoria de las series publicadas tienen un seguimiento mayor
a un afio, a excepcion de la de Cranston[81]. En su serie, el intervalo medio entre el
tratamiento con infrarrojos y el seguimiento con biopsia para demostrar la eficacia del
tratamiento fue de 140 dias (4,7 meses, rango 37-831). En este caso, es dificil de
diferenciar si el 36% de ineficacia de la coagulacién con infrarrojos es debido a recidiva

0 a persitencia de la enfermedad.
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Un aspecto para destacar que hemos observado tras la revisidon sistematica de la
literatura es la falta de articulos sobre las diferentes opciones de tratamiento para la
displasia anal de alto grado, en general. Mdas estudios prospectivos aleatorizados
deberian ser disefiados para determinar la técnica mas apropiada para el tratamiento
de esta enfermedad. Los infrarrojos son una técnica util, pero también las terapias
tépicas como el tricloroacético, fluorouracilo e imiquimod, o otras terapias ablativas

como la crioterapia, laser o electrocauterio, tienen que ser tomadas en cuenta.
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8.2. DISCUSION ARTICULO 2

La displasia anal de alto grado (AIN II-Ill) es una patologia prevalente en la
poblacién de pacientes que conviven con el VIH. Su tratamiento es una necesidad
médica insatisfecha. De hecho, la recidiva tras el tratamiento de la displasia de alto
grado en el canal anal después del tratamiento es un reto para el facultativo que trata
de cuidar a estos pacientes. En nuestro estudio basado en pacientes infectados por el
VIH con un seguimiento largo (minimo de 3 afios), hemos encontrado la misma
incidencia acumulada de displasia anal de alto grado tras el tratamiento con infrarrojos
en ambos sexos (25%). Esta cifra en hombres que conviven con el VIH es similar a la de
otros autores[80], [81], [83], [84], [106]. Se han publicado incidencias de recidiva tras el
tratamiento altas tras ser tratados con infrarrojos, entre 12,5 y 38%, [8], [80], [81], [83],
[84], [106], y recientemente se ha reportado un 53,3% de recidiva a los 2 afios en una
cohorte de 100 HSH [111]. Estos resultados estan basados bdsicamente en HSH VIH
positivos. Entre las mujeres VIH, cabe sefialar que la prevalencia de displasia anal de alto

grado probada por biopsia en el canal anal fue mayor que el cérvix.

Aungue en nuestros resultados previos (publicados en 2013) sobre la incidencia
acumulada estimada de recidiva de displasia anal de alto grado difieren parcialmente de
los publicados ahora, los intervalos de confianza se solapan (12,5%, 95%IC: 6-24 versus
25%, 95%IC: 17-35%). Algunas explicaciones posibles para este resultado pueden recaer
sobre la experiencia, en el entrenamiento, para manejar estas lesiones entre los dos
periodos. El estudio previo abarca los primeros afios de nuestra experiencia. Otra
explicacion puede ser por el tamafio muestral de pacientes controlados en cada periodo

de estudio de nuestra consulta de proctologia.
Es de destacar que nuestro estudio muestra resultados de mujeres infectadas
por displasia anal de alto grado. Los resultados en la incidencia de la recidiva de esta

patologia en el canal anal tras ser tratada con infrarrojos en mujeres infectadas por VIH
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deben tenerse en cuenta en comparacién con los resultados del canal anal en hombres

infectados por el VIH y con respecto a los resultados cervicales de las mismas mujeres.

La incidencia de la recidiva de la displasia anal de alto grado es mayor que la
reportada previamente (63% vs. 13%)[111]. Por el otro lado, la prevalencia de VPH 16
en el canal anal en esta cohorte fue alta, especialmente en las mujeres tratadas por
displasia anal de alto grado donde fue del 50%, llegando al 100% en el caso de las
mujeres que presentaron una recidiva de displasia anal de alto grado. Esto puede
explicar los altos indices de displasia de alto grado hallados en las citologias y biopsias
anales de las mujeres comparadas con los hombres. De hecho, las mujeres presentaban
mayores grados de displasia que los hombres (expresado como mads LSIL y HSIL en la
citologia y mayores tasas de AIN 3 en la biopsia). De la misma forma, se vio una

tendencia a una mayor recidiva, pero sin conseguir significacion estadistica.

Es importante fijarse en la historia ginecoldgica previa de las mujeres que
tratamos por displasia anal de alto grado, pues nos puede poner en evidencia aquellas
pacientes que puedan tener mayor tendencia a la recidiva. Por ejemplo, las pacientes
que fueron tratadas por displasia de alto grado en el canal anal, al revisar las citologias
cervicales previas, ninguna presentaba una displasia cervical de alto grado. Y viceversa,
al identificar las citologias cervicales de las pacientes que presentaron una recidiva en el
canal anal, ninguna de las pacientes presenté una citologia cervical normal en ninguna

ocasion y habia mayor tendencia a presentar también displasia cervical de alto grado.

Asi pues, debemos tener siempre en cuenta los tratamientos que se hallan

podido hacer estas mujeres a nivel cervical y conocer las citologias ginecoldgicas previas.

Deberia remarcarse, de todas maneras, que el grupo de mujeres VIH positivas de
nuestro estudio tienen unas caracteristicas diferentes (factores de riesgo), en
comparacion con los hombres, que pueden tener un importante papel en los resultados.

Por ejemplo, vemos como nuestras mujeres presentan un tiempo mayor de evolucion
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en la infeccién por el VIH, que ademas se asocia a un peor estado inmunolégico. Pues
cuando observamos los recuentos de CD4 histéricos (CD4 nadir) vemos que tienen
menos niveles de estas células en sangre, tanto en la analitica basal mas préxima al
diagnéstico de displasia anal de alto grado, como el recuento mas bajo histdrico, nadir.
Ademads, otros datos para evaluar este efecto son los mayores indices de coinfeccion por
VHC. Las mujeres, en comparacion a los hombres de nuestra cohorte, tienen mas
infeccidon por el virus de la hepatitis C (62,5% en contraposicién al 15,4% de los
hombres). A pesar de esto, segln nuestro conocimiento, esta es la primera vez que se

describen estas diferencias entre hombres y mujeres que conviven con el VIH.

Se han asociado diferentes factores de riesgo a la recidiva de displasia de alto
grado: En un estudio de Burgos et al. [111] que evalua a 100 HSH, se describe un 53,5%
de recidiva a los 2 afiose identifican algunos factores de riesgo que pueden llevar a esta
recidiva de la displasia anal de alto grado, como por ejemplo: el recuento de células CD4
nadir <200 células/uL, la presencia de anticuerpos contra la hepatitis C y lesiones que
afectan al menos a 2 octantes de la circunferencia. En mujeres, los factores de riesgo
asociados a displasia de alto grado descritos previamente eran: lesidn intraepitelial
escamosa cervical e infeccidon anal por VPH 16 [119]. Heard et al [120] publicé en 2015
un estudio donde siguié a 171 mujeres infectadas por VIH y diagnosticé un 12,9% de
displasia anal de alto grado e identificad los mismos factores de riesgo. EI VPH 16 es un
factor de riesgo independiente de displasia anal de alto grado [113] y de su recidiva
[114], ya que también se presenta como factor de riesgo en la displasia cervical [122].
En nuestro estudio vemos como las mujeres presentan en mayor grado infeccién por el
VPH 16. A nuestro conocimiento, no hay estudio que evalle factores de riesgo de la

recidiva de displasia anal en mujeres.
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Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. En primer lugar, el tamafio de
nuestra muestra de mujeres es relativamente menor en comparacién con los hombres.
A pesar de que se encontraron fuertes asociaciones entre ambas poblaciones,
alcanzando la significacion estadistica, el tamafio de la muestra puede sobreestimar o
subestimar los resultados encontrados. En segundo lugar, nuestro estudio reporta una
experiencia de un solo centro y estd limitada a nuestro protocolo de programa de
cribado para la prevencion del cancer anal. Aunque es similar a otros autores[110]
difiere de otros centros de nuestra regidn y puede tener una aplicabilidad limitada. Sin
embargo, pensamos que nuestros hallazgos se pueden generalizar a otras poblaciones.
En tercer lugar, es posible que hayamos perdido algunos casos de displasia anal debido
a que el primer paso en nuestro programa de cribado se realiza mediante analisis
citoldgicos. Finalmente, hemos registrado el nimero de lesiones que se encontraron en
la anoscopia de alta resolucién, pero no el tamano real de cada lesion. Por otro lado,
nuestro estudio también tiene fortalezas. Es el primer estudio que incluyd mujeres
infectadas por el VIH y datos relativos a sus antecedentes ginecoldgicos y la infeccidn

por VIH/VPH.

Las diferencias entre los hombres y las mujeres VIH positivos en la historia
natural de la infeccidén por VPH en el canal anal no estan aun bien descritas. Nuestra
hipdtesis es que las mujeres tienen una infeccion por VPH clinicamente mas agresiva y,
en consecuencia, una tendencia a recidivar con mas frecuencia que los hombres
después del tratamiento de displasia anal de alto grado. El ambiente hormonal podria
tener un papel importante en estos casos, como se ve en otras patologias como la
incontinencia fecal. Otro grupos de investigacion, cémo el de Hsuh et al. [123], estan
trabajando en esta direccidén tratando de definir el papel del sexo hormonal en una
poblacién de HSH, con hallazgos realmente sorprendentes como el hecho de que la
testosterona sérica y el estradiol modifican el riesgo de infeccion anal por VPH 16 y HPV
18, pero solo el estradiol influye en el riesgo de displasia anal de alto grado a nivel
histoldgico [124]. Esta linea de investigacion hormonal es ciertamente interesante y

puede ayudar a explicar las diferencias halladas en nuestro trabajo. Indagar sobre el
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efecto de las hormonas sexuales podria esclarecerlo y ayudarnos a identificar mejor a
los pacientes con mayor riesgo a desarrollar displasia anal y ulteriormente un cdncer
escamoso anal. En este mismo sentido, seria interesante indagar en el efecto que tienen
las hormones sexuales en la etapa de la perimenopausia en las mujeres, e identificar su
relacion con el desarrollo displasia anal incluso cervical. Mas investigaciones son
necesarias para confirmar la hipétesis hormonal que podria modificar la historia natural

de la HPV-infeccion.
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FORTALEZAS Y LIMITACIONES
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Nuestro estudio tiene algunas limitaciones. Primero, nuestra muestra de
mujeres es relativamente baja comparada con la de hombres. Si bien es cierto, algunas
de las asociaciones hallados en nuestro trabajo han demostrado una significancia

estadistica fuerte.

Segundo, nuestro estudio se basa en la experiencia de un solo centro y esta
ligado a nuestro protocolo de cribado para la prevencion del cancer de canal anal, que
se basa en la citologia anual y la realizacién de anoscopia de alta resolucidn en caso de
esta salir alterada. Aunque es similar al protocolo seguido por otros autores [85], difiere
del de otros centros de nuestra regidn y puede limitar la aplicabilidad generalizada.
Otros centros optan por realizar citologia y anoscopia de alta resolucién en un mismo
tiempo, asi minimizando la posibilidad de que se escape alguin caso de displasia de alto
grado por un resultado negativamente falso de la citologia. Aun y asi, creemos que

nuestros resultados pueden ser generalizados a otras poblaciones.

Tercero, quizads podamos haber perdido algunos casos de displasia de alto grado
anal después del tratamiento con infrarrojos debido a registros incompletos al ser un
analisis retrospectivo de nuestra base de datos. Finalmente, en la base de datos hemos
registrado la cantidad de lesiones diagnosticadas durante la exploracion con anoscopia

de alta resolucion, pero no el tamafio real de dichas lesiones.

A pesar de eso, nuestro estudio tiene algunos rasgos que le otorgan fuerza. Es el

primer estudio que incluye mujeres VIH infectadas y datos que vinculan su historia
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ginecoldgica a la infeccién VIH/VPH anal, comparandolas con los hombres bajo las
mismas caracteristicas. Se ha conseguido encontrar diferencias estadisticamente

significativas que aportan informacion valiosa a la literatura sobre las mujeres VIH.
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LINEAS DE FUTURO
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Este trabajo esta englobado en una linea de investigacién dentro del grupo para el
estudio de la coinfeccion por VIH y VPH. Durante el desarrollo de este han surgido otras

preguntas y retos que podrian ser también objetivo de futuras lineas de investigacion:

- Desarrollar ensayos clinicos para evaluar la eficacia de combinacidn de terapias
(coagulacion con infrarrojos combinada con otras técnicas topicas como acido
tricloroacético) para intentar reducir la recidiva postratamiento de la displasia

anal de alto grado

- Evaluar la efectividad de la vacunacion por el virus del papiloma humano en
pacientes postratamiento por displasia anal de alto grado en cuanto a la

disminucion de la recidiva.

- Estudiar el microbioma anal e identificar el papel que pueda tener para
desarrollar displasia o recidivar posteriormente al tratamiento, y asi identificar

otros posibles factores de riesgo.

- Por ultimo, se precisan estudios para evaluar la evolucidn de la displasia anal en

el tiempo y asi poder definir la utilidad de los programas de cribado y hasta que

edad deberian seguir realizandose.
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CONCLUSIONES
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Conclusidn principal:

Destacamos la importancia de realizar un seguimiento con citologias y

anoscopias de alta resolucion en las mujeres que conviven con VIH de forma

regular para un correcto diagndstico con el fin de prevenir el desarrollo de cancer

anal.

Conclusiones secundarias:

1.

El tratamiento con infrarrojos es una terapia valida para el
tratamiento de la displasia anal de alto grado y puede ayudar a la

prevencién del cancer anal. (ARTICULO 1)

La recidiva de la displasia anal de alto grado tras el tratamiento de
displasia anal de alto grado es frecuente después del tratamiento con

infrarrojos en ambos sexos. (ARTICULO 2)

Las mujeres presentan una infeccion por el virus del papiloma
humano clinicamente mas desfavorable (mayor grado de displasia

anal a nivel citoldgico e histolégico) que los hombres. (ARTICULO 2)

Es importante considerar la historia ginecoldgica para determinar el
riesgo de recidiva que presentan las mujeres VIH positivas, pues la
mayoria de las mujeres que recidivan tras el tratamiento de displasia

anal presentan o han presentado displasia cervical. (ARTICULO 2)
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1. ANEXOS: ARTICULOS DE SOPORTE
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7.1 ARTICULO SOPORTE 1

ROUTINE SCREENING OF ANAL CYTOLOGY |IN PERSONS WITH HUMAN

IMMUNODEFICIENCY VIRUS AND THE IMPACT ON INVASIVE ANAL CANCER; A

PROSPECTIVE COHORT STUDY.

B. Revollo, S. Videla, JM Llibre, R. Paredes, M. Piiiol, F. Garcia-Cuyas, A. Ornelas, J. Puig,

D. Parés, J. Corral, B. Clotet, , G. Sirera

Clinical Infectious Diseases 2019

Factor de impacto: 9.055
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7.1.1 RESUMEN ARTICULO SOPORTE 1

ANTECEDENTES

La eficacia de los programas de cribado para prevenir el cdncer anal en personas

con infeccion por VIH-1 no esta clara.

METODOLOGIA

Para examinar el impacto de los programas de cribado para la deteccién de
precursores del cancer anal en la incidencia de casos de carcinoma de células escamosas
invasor anal (CCEIA) en personas con VIH-1, hemos realizado un estudio retrospectivo
basado en una cohorte prospectiva de un solo centro en la unidad de VIH desde enero
de 2005 en adelante. Todos los participantes fueron invitados a participar en un
programa de cribado para la prevencién del cancer anal. Estimamos la incidencia del
CCEl y realizamos un andlisis comparativo entre los sujetos que aceptaron ser parte del
programa de cribado (grupo cribado) y aquellos que no aceptaron participar (grupo no
cribado). Para reducir cualquier sesgo de seleccidn, se aplicéd un analisis de puntuacién

de propension.

RESULTADOS

Incluimos 3111 personas con VIH-1 (1596 hombres que tenian sexo con hombres
(HSH), 888 hombres que tenian sexo con mujeres (HSM) y 627 mujeres, edad media 41
afios), con una media de seguimiento de 4,7 afios (14 595 pacientes-afio de
seguimiento). 1691 (54%) formaron parte del grupo cribado. 10 pacientes en total se
diagnosticaron de CCEl: 2 (ambos HSH) en el grupo de cribado y 8 (4 HSH, 2 HSM y 2 M)
en el grupo no cribado. La incidencia de CCEIA fue de 21,9 (95% Cl, 2.7-70,3) y 107,0

(95% Cl, 46,2-202,0) por 100.000 personas-afio, respectivamente. Después de un ajuste
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por andlisis de puntuacidon de propensidn, la diferencia fue significativa en favor del

grupo de cribado (hazard ratio, 0,17 Cl, 0,03-0,86).
CONCLUSIONES
El nimero de casos de CCEIA fue significativamente menor en personas con

VIH que participaron en un programa de cribado basado en citologia anal. Estos

resultados deberian ser validados en un ensayo clinico aleatorizado.
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Routine Screening of Anal Cytology in Persons With
Human Immunodeficiency Virus and the Impact on
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Boris Revollo,"?3? Sebastian Videla,*** Josep M. Llibre,"* Roger Paredes,"** Marta Piiiol,” Francesc Garcia-Cuyas,’ Arelly Ornelas,® Jordi Puig,}
David Parés,” Javier Corral,’ Bonaventura Clotet,'**® and Guillem Sirera'*

'Infectious Diseases Department, Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Catalonia, Spain; “Department of Medicine, Autonomous University of Barcelona, Catalonia, Spain; *Fight
AIDS Foundation, Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Catalonia, Spain; “Clinical Research Support Unit, Clinical Pharmacology Department, Bellvitge University Hospital/Bellvitge
Biomedical Research Institute (IDIBELL)/University of Barcelona, L'Hospitalet de Llobregat, Barcelona; °lrsiCaixa AIDS Research Institute, Badalona, Catalonia, Spain; ®Universitat de Vic-UCC, Vic,
Catalonia, Spain; 'Department of Surgery, Germans Trias i Pujol University Hospital, Badalona, Catalonia, Spain.

(See the Editorial Commentary by Bonnez on pages 400-2.)

Background. The efficacy of screening programs to prevent anal cancer in persons with human immunodeficiency virus 1
(HIV-1) is unclear.

Methods. To examine the impact of a screening program to detect anal cancer precursors on the incidence of cases of invasive
anal squamous-cell carcinoma (IASCC) in persons with HIV-1, we performed a single-center, retrospective analysis of a prospective
cohort of outpatients with HIV-1 attending a reference HIV unit from January 2005 onward. All participants were invited to partic-
ipate in a continued structured screening program for anal cancer prevention. We estimated the incidence of IASCC and performed
a comparative analysis between subjects enrolled in the screening program (screening group) and those who declined to participate
(nonscreening group). To reduce any selection bias, a propensity score analysis was applied.

Results. 'We included 3111 persons with HIV-1 (1596 men-who-have-sex-with-men [MSM], 888 men-who-have-sex-with-
women [MSW], 627 women; mean age, 41 years), with a median follow-up of 4.7 years (14 595 patient-years of follow-up); 1691
(54%) participated in the screening program. Ten patients were diagnosed with IASCC: 2 (MSM) in the screening group and 8 (4
MSM, 2 MSW, and 2 women) in the nonscreening group. The incidence rates of IASCC were 21.9 (95% confidence interval [CI],
2.7-70.3) and 107.0 (95% CI, 46.2-202.0) per 100 000 person-years, respectively. After a propensity score adjustment, the difference

was significant in favor of the screening group (hazard ratio, 0.17; 95% CI, .03-.86).

Conclusions. 'The number of cases of IASCC was significantly lower in persons with HIV engaged in an anal cytology screening
program. These results should be validated in a randomized clinical trial.

Keywords. people living with HIV (PLW HIV); anal cancer; anal screening program; anal cytology; human papilloma virus.

Cancer remains an important cause of morbidity and mortality
in people living with human immunodeficiency virus (HIV)/
acquired immunodeficiency syndrome (AIDS) (PLHA) [1].
Coinfection with oncogenic viruses (eg, human papilloma-
virus [HPV]) increases the risk of some types of cancers, such
as invasive anal squamous-cell carcinoma (IASCC) [2-4]. This
is especially true in men with HIV-1 who have sex with men
(MSM), who have an estimated incidence rate of 131 (95% con-
fidence interval [CI], 109-157) per 100 000 person-years [5],
while the incidence rates of anal cancer in men with HIV-1 who
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have sex with women (MSW) and in women with HIV-1 are 46
(95% CI, 25-77) and 30 (95% CI, 17-50) per 100 000 person-
years, respectively [5]. These incidence rates of IASCC in PLHA
are much higher than those seen in the general population (<2
new cases per 100 000 person-years) [6-15].

Although there are substantial differences between the nat-
ural histories of anal and cervical HPV infection [16], including
slower anal HPV clearance in men and persisting rates of anal
HPV infection and dysplasia with age, it is believed that, as with
cervical cancer, IASCC could potentially be prevented through
screening programs. For anal cancer, screening by means of anal
cytology with follow-up high-resolution anoscopy (HRA) when
needed should facilitate the detection and subsequent treat-
ment of high-grade squamous intraepithelial lesions (HSILs).
However, there is as yet no full consensus on the best strategy
for detecting HSILs in such screening programs. A US National
Cancer Institute-sponsored multicenter randomized trial
(Anal Cancer HSIL Outcomes Research [ANCHOR] Study)
is expected to shed light on whether these screening programs
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prevent the development of IASCC [17]. However, definitive
results are not expected until 2022. Although the approach is
not uncontroversial, it has also been suggested that screening
programs for anal cancer prevention should be implemented
in HIV-negative women with previous cervical HPV-related
disease [18], immune-suppressed transplant recipients, and all
PLHA [19, 20].

In 2005, our HIV unit implemented a continued screening
program for anal cancer prevention, based on cytological detec-
tion of HPV-related abnormalities at yearly check-ups, followed
by histological confirmation of the presumed cancer-precursor
lesion and treatment of HSILs [21]. Our hypothesis was that
such a screening program would reduce the incidence of IASCC
in PLHA. After 12 years of operation, it was decided to gather
data that might tentatively confirm or refute the initial hypo-
thesis. We therefore examined the incidence of IASCC among
those that had passed through a structured screening program
and compared it with those who had not. The results of this
exploratory analysis would endorse whether it was worth con-
tinuing the program or not.

METHODS

Study Design

This was a single-center, retrospective analysis of a prospective
cohort of PLHA who attended the reference HIV unit of the
Hospital Germans Trias i Pujol, Badalona, Catalonia, Spain, a
public university teaching hospital. The study was carried out in
accordance with the stipulations of the Declaration of Helsinki
and the protocol was approved by the local institutional review
board. All patients gave written informed consent for their med-
ical information to be used for purposes of scientific research.
The study covers the first 12 years of our Clinical Proctology
HIV Section between 1 January 2005 and 31 December 2016.

Study Population
The study included all adult (age >18 years) PLHA who com-
pleted at least 1 year of follow-up, including routine check-ups
for their HIV infection. Although all participants had been
invited to take part in the screening program, not all did so.
Therefore, this study included both PLHA who agreed to par-
ticipate in the screening program as well as those who refused.
The following baseline data were gathered for all PLHA in-
cluded in this study: date of birth, date of HIV diagnosis, HIV-1
plasma RNA, CD4" T-cell count, and nadir CD4" counts (the
lowest CD4 value of each subject). Further data were gathered
specifically for the group who participated in the screening
program: anal cytology results (normal, atypical squamous
cells of unknown significance [ASCUS], low-grade squamous
intraepithelial lesions [LSILs], or HSILs using the Papanicolaou
test) and anal histology results (normal, anal intraepithelial

neoplasia [AIN; low grade: AIN-1; high grade: AIN-2/3]) from
directed biopsies using HRA.

The follow-up period was defined as the time between base-
line (first visit after 1 January 2005) and the last visit to the HIV

unit.

Protocol of Screening Program for Anal Cancer Prevention

The screening program was drawn up in 2004 and is shown in
Figure 1. When this preventive protocol was designed, our goal
was to cover the maximum number of PLHA who attended our
HIV unit.

At the baseline visit a clinical examination was carried out,
including a digital rectal examination and collection of a sample
from the anal canal for cytological examination. If the result
was normal, the participant was visited again on a yearly basis.
However, if the cytology result was abnormal (ASCUS, LSILs,
or HSILs), an HRA was carried out within the next 3 months.
If lesions were not visualized on HRA, no biopsy was done, and
a new cytology was scheduled for 6-12 months later. If lesions
were visualized with HRA, a directed biopsy was performed. If
this was normal or AIN-1, a new visit including cytology was
scheduled 6 months later. If the result was AIN2/AIN3, the sub-
ject was treated with infrared coagulation or surgery as soon as
possible. After treatment, the subject was visited (including cy-
tological examination) again after 3 to 6 months. If the cytology
was normal, the patient was visited again at 6-12 months, in-
cluding a new digital rectal examination; however, if it was ab-
normal (ASCUS, LSILs, or HSILs) a new HRA was performed
as soon as possible. Any subject with anal symptoms during fol-
low-up was referred to the proctology section and a complete

examination was done.

Anal Canal Cytological Procedure

An anal canal sample for cytological examination was obtained
by introducing a cytobrush (Eurogine SL, Spain) 3 cm into the
anal canal and gently rotating for 30-45 seconds. The cytobrush
was introduced into 20 mL of PreservCyt/ThinPrep Pap test
solution (Cytyc Iberia SL, Spain) and shaken for 30 seconds.
Cytological changes were classified according to the Bethesda
System. Generally, samples were independently assessed by 2
expert cytopathologists.

High-resolution Anoscopy Procedure

High-resolution anoscopy was performed as described else-
where [22]. Anoscopies were performed according to the
Consensus Recommendations of the International Guidelines
for Practice Standards in the detection of Anal Cancer Precursors
[23]. One of 3 anoscopists (BR, MP, FG-C) performed the HRA
and took the biopsy samples. Histological changes were classi-
fied as AIN-1, AIN-2, or AIN-3. Again, samples were assessed
by 2 expert pathologists.
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ANAL CANAL CYTOLOGY

—-+ NORMAL ABNORMAL: ASCUS, LSIL OR HSIL +-—
NEW ANAL CANAL CYTOLOGY HIGH-RESOLUTION ANOSCOPY
IN 6-12 MONTHS
'
—  NORMAL ABNORMAL: ASCUS, LSIL OR HSIL VISUALIZED
LESIONS
< N YES
DIRECTED BIOPSY CONDYLOMATA
¢ NORMAL AIN-2
AIN-1 AIN-3
INFRARED COAGULATION OR SURGERY
NEW ANAL CANAL CYTOLOGY
IN 6-12 MONTHS
— NORMAL ABNORMAL: ASCUS, LSIL OR HSIL —p

Figure 1. Flow chart of the screening program for anal cancer prevention in people with human immunodeficiency virus infection. Abbreviations: AIN, anal intraepithelial
neoplasia; ASCUS, atypical squamous cells of unknown significance; HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion.

If anal canal condylomata were diagnosed during the clin-
ical examination, either by digital rectal examination or HRA
or histological findings, the subject was treated by infrared co-
agulation or surgery.

Incidence of Invasive Anal Squamous-cell Carcinoma

In order to identify all the participants diagnosed with IASCC
over the 12 study years, searches were carried out through 3 dif-
ferent electronic medical database from our hospital: (1) the HIV
unit medical files, (2) the general medical files (which include
data from the surgery and oncology departments), and (3) the
specific cancer diagnosis files of the pathology department. The
results of these 3 searches were cross-checked and linked.

Statistical Analysis

Sample Size

Due to the exploratory nature of our aim, no formal calculation
of sample size was performed. The final sample size was defined
simply as the number of PLHA from our HIV unit who fulfilled
the inclusion criteria.

Statistical Procedures

The incidence of IASCC was determined using the Kaplan-
Meier method. Incidence rates were also calculated based on
a person-time denominator (100 000 person-years). Bivariate
and multivariate Cox proportional hazard regression models
were performed, when appropriate, to determine potential
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factors associated with the incidence of IASCC, and hazard
ratios (HRs) for incidence rates were estimated.

To minimize the selection bias effect of potential confounders,
propensity scores were generated by using multiple logistic
regression to estimate the probability of whether or not the
subjects were enrolled in the screening program. The covariates
entered into the propensity score were sexual behavior, CD4"
nadir cell count, CD4" count at baseline visit, HIV-1 plasma
RNA, and time of diagnosis of HIV infection. Cox regression
to compare HRs between enrolled and nonenrolled cohorts was
repeated adjusting for propensity score. The proportionality of
risks in the Cox models was verified using Schoenfeld residuals.

Data analysis was carried out using the R statistical program-
ming environment (version 3.5, R Core Team, 2015).

RESULTS

Patient Characteristics

A total of 3111 PLHA (1596 MSM, 888 MSW, and 627 women)
fulfilled the inclusion criteria. Of them, 1691 (54%) were en-
rolled and followed up in the screening group (1095 MSM,
257 MSW, and 339 women). The median length of follow-up

was 4.6 years within the screening group and 4.8 years in the
nonscreening group. Therefore, the study analyzed 7779 and
6816 patient-years of follow-up, respectively.

Figure 2 shows the study flow chart. It is noteworthy that an
additional 492 (16%) subjects were enrolled in the screening
program but dropped out after the baseline visit. These subjects
therefore failed to meet the inclusion criterion of having been in
the screening program for at least 6 months and were added to
the nonscreening program, yielding a total of 1420 participants
(501 MSM, 631 MSW, and 288 women) in this group. Table 1
shows the baseline characteristics. There were significant differ-
ences between groups for the percentage of MSW and MSM,
CD4" cell count, CD4" nadir count, and percentage with sup-
pressed plasma HIV-1 RNA.

Figure 3 depicts the results of anal cytology screenings per-
formed at baseline from 2183 participants (1691 subjects en-
rolled in the screening program and 492 with only data from
the baseline visit). At baseline, 965 (44%) subjects had a normal
anal cytology and 144 (7%) had an HSIL. During follow-up,
49 (17%) subjects developed an HSIL and 151 (54%) an LSIL.
We performed 1288 HRAs and obtained 744 biopsies, with 104

INITIAL POPULATION n=3322

HIV-1 INFECTION NOT CONFIRMED n=3

FOLLOW UP LESS THAN 6 MONTHS n=31

NADIR CD& MISSING n=67

CD& FIRST VISIT MISSING n=92

VIRAL LOAD FIRST VISIT MISSING n=18

POPULATION INCLUDED IN THE ANALYSIS n=3111

LI

SCREENING n=1691

NO SCREENING n=1420

Figure 2.  Study flow chart. Abbreviation: HIV-1, human immunodeficiency virus 1.
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Table 1. Baseline Characteristics of the Study Population

Enrolled in the Not Enrolled in

Screening the Screening
Program Program P
Baseline Characteristics (n=1691) (n=1420) Value
Mean (SD) age, years 41.5(9.7) 41.6 (8.9) .366
Gender, n (%)
Women 339 (20.1) 288 (20.3) .507
MSW 257 (15.2) 631 (44.4) <.001
MSM 1095 (64,8) 501 (36.3) <.001
Median (IQR) time of 79(0.9-16.1)  10.1 134
known HIV infection, years (3.4-15.2)
Mean (SD) CD4* cells/uL at baseline 572 (283) 443 (403) <.001
Mean (SD) CD4" nadir cells/uL 276 (179) 215 (167) <.001
CD4* nadir: <200 cells/uL, n (%) 611 (36) 728 (51) <.001
HIV-1 plasma RNA: <50 copies/mL, 1020 (60) 656 (46) <.001
n (%)

Abbreviations: HIV, human immunodeficiency virus; IQR, interquartile range; MSM, men
who have sex with men; MSW, men who have sex with women; SD, standard deviation.

cases of AIN-2 and 37 cases of AIN-3. Table 2 presents the cy-
tological findings stratified for women, MSW, and MSM. There
was a higher rate of subjects with LSILs in MSM than in MSW
or women (37% vs 12% and 16%, respectively; P < .001).

Incidence of Invasive Anal Squamous-cell Carcinoma

Invasive anal squamous-cell carcinoma was diagnosed in a total
of 10 subjects in the 12 years covered by the study, of whom
2 (both MSM) had participated in the screening program and
8 (4 MSM, 2 MSW, 2 women) had not (Table 3). All of them
had a nadir CD4" cell count of less than 150 cells. However,
at the time of IASCC diagnosis half of them had 350 or more
CD4 cells.

The cumulative incidence of IASCC was 0.1% (95% CI, .03-
.4%) for the screening group and 0.6% (95% CI, .3-1.1%) for the
nonscreening group (chi-square test, P = .051). Curves of time
to anal cancer diagnosis are shown in Figure 4. The incidence
rate of JASCC was lower in the screening group (21.9; 95% CI,
2.7-70.3 per 100 000 person/years) versus the nonscreening
group (107.0; 95% CI, 46.2-202.0) (log-rank test, P = .027). The
Cox regression model showed a statistically significant pro-
tective effect of being enrolled in the screening program (HR,
0.20; 95% CI, .04-.97). In other words, not being enrolled in
the screening program was a risk factor for IASCC develop-
ment (HR, 4.84; 95% CI, 1.03-22.82). The only risk factor as-
sociated with IASCC in multivariate analysis was “time from
known HIV infection” (the longer the time, the greater the risk;
HR, 1.14; 95% CI, 1.02-1.26). Sexual behavior, CD4" nadir cell
count, baseline CD4" count, or HIV-1 plasma RNA were not
identified as risk factors.

We initially utilized a multiple logistic regression to estimate
the probability of being enrolled or not in the screening pro-
gram. Propensity score means were 0.70 (standard deviation
[SD], +0.18) in the screening group and 0.48 (SD, £0.23) in

the nonscreening group (Supplementary Figure 1). Propensity
score matching left out of the analysis 1059 controls and 109
patients and did not properly adjust the variables. Standardized
mean differences by baseline CD4 and age remained above 0.1
(Supplementary Figure 2) and therefore adjustment by propen-
sity scoring for these 2 variables was not satisfactory.

After adjusting for propensity score, the Cox model also
yielded a significantly protective effect in favor of being enrolled
in the screening program (HR, 0.17; 95% CI, .03-.86).

In the screening group, the cumulative incidence of IASCC in
MSM was 0.2% (2 out of 1095; 95% CI, .1-.7%), with no cases
among MSW (0%; 0 out of 257; 95% CI, .0-1.5%) or women
(0%; 0 out of 339; 95% CI, 0.0-1.1). The incidence rates were 34
(95% CI, 4-108), 0 (95% CI, 0-186), and 0 (95% CI, 0-137) per
100 000 person-years, respectively. In the nonscreening group,
the cumulative incidence of IASCC was 0.8% in MSM (4 out
of 501; 95% CI, .3-2.0%), 0.3% in MSW (2 out of 631; 95% CI,
.1-1.2%), and 0.7% in women (2 out of 288; 95% CI, .2-2.5%).
The corresponding incidence rates were 159 (95% CI, 43-379),
58 (95% CI, 7-186), and 132 (95% CI, 6-422) per 100 000
person-years, respectively.

In the screening group, 2 subjects with IASCC have survived.
In the nonscreening group, 5 out of 8 subjects with IASCC have
died.

DISCUSSION

In a prospective cohort including 14 595 patient-years of fol-
low-up, PLHA enrolled in a structured anal screening program
had a significantly lower rate of IASCC in a multiple logistic re-
gression analysis adjusted for propensity score. To the best of our
knowledge this is the first cohort analysis that demonstrates an
impact on the incidence of IASCC of such a screening strategy.
On the other hand, although among persons with HIV-1 the
greater risk of IASCC (6 out of 10 IASCC cases) was in MSM,
MSW and women must also be taken into account given that
these 2 groups present a higher risk of IASCC in comparison to
the general population [5].

In the absence of fully powered randomized clinical trials that
conclusively establish a cause—effect relationship between enroll-
ment in a screening program and reduced incidence of IASCC,
data from prospective cohorts with multivariable-adjusted ana-
lyses offer the highest level of evidence available. These cohort
data are currently lacking, and thus universal anal screening
programs in PLHA were only based on expert consensus recom-
mendations because of the similarities between cervical and anal
cancer with HPV infection [24, 25]. The present analysis was
only intended to gather data that would allow us to make a rea-
sonably well-informed decision about whether or not to discon-
tinue the screening program. The ANCHOR study is an ongoing
National Cancer Institute-sponsored randomized trial aimed at
determining whether anal screening prevents the development
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ASA
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ANTIAGGREGANT
ANTICOAGULANT
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Figure 3. Results of anal canal cytologies, HRA, and directed biopsies with their histological diagnoses performed according to the flow chart of the screening program
for anal cancer detection. Abbreviations: AIN, anal intraepithelial neoplasia; ASA, acetylsalicylic acid; ASCUS, atypical squamous cells of unknown significance; HRA, high-
resolution anoscopy; HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion.

of TASCC, as compared with monitoring alone. Its results, ex-

pected by 2022, will put into context this issue.

There is no real consensus on the optimal design for a
screening program to prevent anal cancer, with a variety of ap-
proaches currently in use. The approach taken in the present

study is based on cytological detection of HPV-related abnor-

malities at each check-up, followed by histological confirmation

of HSIL, and then treatment. Other more aggressive screening
programs are based on histology as a first step and at each sub-
sequent check-up (that is, both HRA and biopsy performed at

Table 2. Anal Canal Cytological Findings of Persons With HIV-1 (Women, Men Who Have Sex With Women, and Men Who Have Sex With Men) at First

Visit of the Screening Program

Cytology, n (%)

n (%) Normal ASCUS LSIL HSIL Unsatisfactory
Women 514 (23) 280 (54) 61 (12) 81 (16) 37 (7) 55 (11)
MSW 369 (17) 218 (59) 47 (13) 43 (12) 13 (4) 48 (13)
MSM 1300 (60) 467 (36) 156 (12) 475 (37) 94 (7) 108 (8)
Total 2183 965 (44) 264 (12) 599 (27) 144 (7) 211 (10)
N =2183.

Abbreviations: ASCUS, atypical squamous cells of unknown significance; HIV-1, human immunodeficiency virus 1; HSIL, high-grade squamous intraepithelial lesion; LSIL, low-grade squa-
mous intraepithelial lesion; MSM, men who have sex with men; MSW, men who have sex with women.
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Figure 4. Actuarial probability (Kaplan—Meier curve) of remaining free of invasive anal squamous cell carcinoma for the 2 groups (enrolled in screening program, not en-
rolled in screening program) of people with human immunodeficiency virus infection who participated in the study.

each check-up). At present, diagnosis is dependent on histology,
which generally hinges on HRA with biopsy [16]. Cytological
results have been shown to have limited sensitivity in detecting
histologically proven high-grade AIN [26] and the prevalence
of high-grade AIN is strikingly lower when based on a cyto-
logical diagnosis than when based on histology [16]. Therefore,
our findings may reflect an underdiagnosis of high-grade AIN.
Nonetheless, despite this possible drawback, those patients who
were enrolled in our screening program experienced a lower in-
cidence of IASCC.

Among PLHA who did not engage in our screening program,
the incidence rates for MSM (159 cases per 100 000 person-
years) were similar to those previously reported by others
(131 per 100 000 person-years), suggesting that this group re-
ally constitutes a correct control arm. With respect to MSW,
the incidence rate (58 per 100 000 person-years) was compa-
rable to that seen in other similar cohorts [5]. However, the
incidence rate in women (132 per 100 000 person-years) was
greater than what has been previously reported (30 per 100 000
person-years, respectively) [5]. This discrepancy may be at least
partly explained by some of the baseline characteristics of this
nonscreening cohort, with more than 50% having a CD4 nadir
of less than 200 cells/pL compared with 36% in the screening
group. In fact, immunological status plays a pivotal role in the
natural history of HPV infection leading to anal SIL and anal
cancer in persons with HIV [27-29]. We identified no subjects
with JASCC among those with a CD4" nadir count greater than
150 cells among 14 595 person-years. These findings reinforce
the concept that all persons with HIV-1 (MSM, MSW, and
women) are a group at risk of IASCC in comparison to the ge-
neral population and their inclusion in anal screening programs
must be seriously evaluated.

We noted that 2 PLHA involved in the screening program none-
theless developed an IASCC. In both cases, the carcinoma was
characterized by a fast, aggressive evolution. The 2 patients shared
various characteristics, including hemorrhoids at exploration, CD4
nadir of less than 200 cells/piL, normal anal basal cytology, and per-
sistent infection by multiple high-risk HPV including genotype
16; and both received regular follow-up examinations in the proc-
tology unit. It is noteworthy that one of them had cytology results
showing LSIL but a normal HRA 4 years previously and the other
had cytology results showing ASCUS but a normal HRA 6 years
previously. In both cases, the IASCC was diagnosed after surgical
treatment for hemorrhoids, which probably hindered an earlier
IASCC diagnosis. From a clinical practice standpoint, when faced
with a patient with abnormal anal cytology and hemorrhoids, the
approach tends to be more conservative to avoid biopsy-induced
bleeding. Hence, based on our experience, our recommendation
for PLHA with hemorrhoids is to perform a careful HRA to try
to identify possible lesions and, if a lesion is observed, it should be
treated with trichloroacetic acid or major ambulatory surgery, with
a particularly close subsequent follow-up.

Our study is subject to several limitations. The sample size of
our cohort was relatively small and subjects were not randomly
assigned to the screening strategy. Subjects who decided to refuse
the screening program had baseline characteristics that entailed a
higher risk of [ASCC development, including lower baseline CD4"
counts, lower CD4" nadir cell counts, and a higher percentage of
HIV-1 RNA greater than 50 copies/mL. The confounding intro-
duced by these baseline characteristics could suggest a more
health-oriented behavior in patients who voluntarily entered the
program. However, the main risk factor identified in association
with TASCC is the time from known HIV-1 infection (which was
similar between groups) and a Cox regression to compare HRs
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between groups adjusted for propensity score would appropri-
ately correct the impact of these baseline variables into the model.
It must be noted that propensity score adjustment cannot balance
for unknown or known unmeasured confounding variables.

Likewise, due to the limited number of IASCC events, we
cannot definitely exclude that other factors introduced into the
analysis (sexual behavior, CD4" nadir or baseline CD4" count,
or HIV-1 plasma RNA) would potentially be associated with
IASCC development as well.

The population analyzed (all from a single geographical area)
makes it risky to extrapolate our results beyond the population
and conditions studied. Nevertheless, the incidence rates found
among MSM and women not included in the screening program
are within the reported ranges in other areas [30]. Similarly, the
small number of cases of IASCC reported here and the limited
follow-up period (just over a decade) might also be insufficient
to estimate accurately the incidence of this cancer.

Despite all these limitations, the model was able to identify
a significant protective benefit of the anal screening strategy.
High-resolution anoscopy is currently the gold-standard proce-
dure for detection of lesions in the anal canal, but it is subject to
interobserver bias (despite thorough training).

In conclusion, in a prospective cohort analysis the number of
cases of IASCC was significantly lower in PLHA (MSM, MSW,
and women) who were enrolled in a preventative screening pro-
gram compared with a similar group who were not. These re-
sults support the continued implementation of such programs,
while results from randomized clinical trials and analyses
involving larger cohorts are eagerly awaited to further clarify
the efficacy of this strategy.

Supplementary Data

Supplementary materials are available at Clinical Infectious Diseases online.
Consisting of data provided by the authors to benefit the reader, the posted
materials are not copyedited and are the sole responsibility of the authors,
so questions or comments should be addressed to the corresponding author.
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7.2.1 RESUMEN ARTICULO SOPORTE 2

ANTECEDENTES

La historia natural de las lesiones escamosas intraepiteliales (LEls) en el canal
anal de los hombres infectados por VIH no es completamente comprendida. Evaluamos
la incidencia y los factores asociados con SIL y carcinoma de células escamosas invasor
anal (CCEIA) entre hombres infectados por el VIH con citologia normal al inicio del

estudio.

METODOLOGIA

Realizamos un estudio de cohorte prospectivo de un solo centro (hombres que
tienen sexo con hombres, HSH, y hombres que tienen sexo con mujeres, HSM). Se
estimé la incidencia de LEI (de bajo y alto grado) del canal anal y CCEIA y se analizaron

los factores predictivos.

RESULTADOS

La poblacidn de estudio comprendid a 297 hombres infectados por el VIH con un
resultado citolégico normal y sin enfermedades relacionadas con el virus del papiloma
humano (VPH). De estos, 251 (85%) tenian al menos un conjunto evaluable de datos de
citologia durante el seguimiento (172 HSH, 79 HSM). La mediana de seguimiento fue de
4 afios. La incidencia acumulada de LEI fue del 43% (107/251): 52% en HSH (90/172) y
22% en HSM (17/79), p<0,0001. La tasa de incidencia de SIL fue de 109 (IC 95%, 90-132)
por 1000 personas-ano: 142 en HSH y 49 en HSM, p<0,0001. La infeccién por VPH, recibir
tratamiento antirretroviral (TAR) y ser HSH fueron factores de riesgo asociados de forma
independiente. La incidencia de CCEIA fue de 0,15 por 1000 personas-afio entre los HSH

y 0 en los HSM.
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CONCLUSIONES

Los hombres infectados por VIH, tanto HSH como HSM, tienen un alto riesgo de
desarrollar LElI a pesar de tener una citologia anal normal al inicio del estudio. La
incidencia de LEI en el canal anal fue mayor entre los HSH, pero también fue notable
entre los HSM. Los factores de riesgo independientes asociados con LEI fuerons lo HSH
infectados por VIH con un alto riesgo a contraer una ITS, el tiempo de tratamiento con

el TAR y la infeccidn por VPH.
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Abstract

The natural history of squamous intraepithelial lesions (SILs) in the anal canal of HIV-infected men is in-
completely understood. We assessed the incidence and factors associated with SIL and invasive anal squamous
cell carcinoma (IASCC) among HIV-infected men with normal cytology at baseline. We performed a single-
center prospective cohort study [men who have sex with men (MSM) and men who have sex with women
(MSW)]. The incidence of anal canal SIL (low grade and high grade) and IASCC were estimated and predictive
factors analyzed. The study population comprised 297 HIV-infected men with a normal cytology result and no
anal human papillomavirus (HPV)-related diseases. Of these, 251 (85%) had at least one evaluable set of
cytology data during follow-up (172 MSM, 79 MSW). The median follow-up time was 4 years. The cumulative
incidence of SIL was 43% (107/251): 52% in MSM (90/172) and 22% in MSW (17/79), p<0.0001. The
incidence rate of SILs was 109 (95% confidence interval =90-132) per 1000 person-years: 142 in MSM and 49
in MSW, p<0.0001. HPV infection, receiving antiretroviral treatment (ART), and being MSM were inde-
pendently associated risk factors. The incidence of IASCC was 0.15 per 1000 person-years among MSM and 0
in MSW. HIV-infected men, both MSM and MSW, are at high risk of developing SIL despite having a normal
anal cytology at baseline. The incidence of anal canal SIL was higher among MSM, but was also remarkable
among MSW. Independent risk factors associated with SIL were being HIV-infected MSM at high risk for
acquisition of STIs, time on ART, and HPV infection.

Keywords: anal canal, squamous intraepithelial lesions, SIL, human papillomavirus infection, HIV-infected men

implicated in the development of IASCC.® Anal and
cervical cancers have the same etiology and arise at

Introduction

INVASIVE ANAL CANAL squamous cell carcinoma (IASCC)
is a rare disease in the general population, but it is an
important cause of morbidity and mortality in people
living with HIV/AIDS (PLHA)."? Co-infection with on-
cogenic viruses, namely human papillomavirus (HPV)
increases the risk of developing IASCC.* HPV-16
and HPV-18 are the most common oncogenic strains

'"Lluita Contra La SIDA Foundation, Barcelona, Catalonia, Spain.

squamo-columnar junction. Squamous intraepithelial le-
sions (SILs) of the anal canal are potential precursors to
IASCC.”® TASCC evolves in a stepwise manner from
low-grade to high-grade dysplasia before micro-invasion,
much in the same way as cancer of the uterine cervix. The
incidence of these lesions is rising in high-risk groups,
particularly in PLHA.®
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On the one hand, high-risk sexual practices increase the
risk of both HIV and HPV infection, and HIV infection
promotes reactivation of latent HPV infection, and enables
persistence. On the other hand, the majority of IASCC are
caused by oncogenic strains of HPV,'®! making HIV-
infected people particularly vulnerable to several types of
invasive squamous cell carcinoma such as cervical cancer,
anal cancer, and their precursor lesions, with incidence rates
significantly higher than non-HIV-infected subjects. Uni-
versal anal screening programs [including anal cytology and
referral to high-resolution anoscopy (HRA) and anal biopsy if
abnormal findings] are aimed at preventing IASCC in PLHA
through earlier detection of precursor lesions, because of the
similarities between cervical and anal cancer. These strate-
gies are based on expert consensus recommendations and
prospective cohort data.'>'> However, few studies have
examined the incidence of anal cancer lesions in heterosexual
HIV-infected men.'®"”

We published data on the incidence of SIL [low-grade
SIL (L-SIL) and high-grade SIL (H-SIL)] of the anal canal
among HIV-infected men [men who have sex with men
(MSM) and men who have sex with women (MSW)] with
normal cytologgy at baseline, with a median follow-up of 4
(2-5.5) years. © We have now assessed the risk factors as-
sociated with SIL development in both MSM and MSW, and
extended the follow-up period to analyze the incidence of
IASCC as well.

Patients and Methods
Patients and study design

In a single-center prospective cohort of HIV-infected men
attending the Outpatient-HIV Clinic of the University Hos-
pital Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain), we screened
annually for HPV infection and for HPV-related conditions
of the anus, penis, and mouth.'*2! The study was reviewed
and approved by the local independent ethics committee.
Written informed consent was obtained from all participants.
Data confidentiality was ensured according to Spanish leg-
islation on the protection of personal data (LOPD 15/1999).

The patients included in this cohort had to fulfill the fol-
lowing criteria: age =18 years, positive serology for HIV
infection, and no previous diagnosis of HPV-related disease
of the anal canal.

The baseline data, gathered from the ad hoc electronic case
report form included in the electronic medical record, were
date of birth, date of diagnosis of HIV infection (time with
HIV infection in years), date of the visit, CD4" cell counts
(the closest value determined before collection of the sample
for cytology), CD4" nadir counts (the lowest CD4" value of
each patient taken from medical records), plasma HIV viral
load (the closest value determined before sample collection),
receiving antiretroviral treatment (ART) before inclusion,
intravenous drug use, number of lifetime sexual partners, and
HPV infection. The results of anal cytology at baseline and at
follow-up were also collected.

Detailed information about HPV detection and typing
procedures [including 13 high-risk genotypes (16, 18, 31, 33,
35,39,45,51,52,56,58,59 and 68) and 2 low-risk genotypes
(6 and 11)] and results are available in our previous reports
on the natural history of HPV infection,?' natural history of

REVOLLO ET AL.

type-specific HPV infection,” and type-specific HPV infec-
tion in cytology and histology samples.'®

Anal sample collection and cytological assessment

Samples were obtained by introducing a cytobrush
(Eurogine SL, Sant Boi del Llobregat, Spain) 3 cm into the
anal canal and softly rotating for 30—45 sec. The cytobrush
was introduced into 20 mL of PreservCyt/ThinPrep Pap test
solution (Cytyc Iberia SL, Barcelona, Spain) and shaken for
30sec. This sample was used to carry out the cytology
analysis (Papanicolaou test) and HPV detection and typing.

Diagnosis was based on the results of the Papanicolaou
test. Cytology samples were independently examined by two
expert cytopathologists, who classified them according to the
Bethesda System as atypical squamous cells of uncertain
significance (ASCUS) or L-SIL/H-SIL.

Statistical analysis

Sample size. No formal sample size was calculated. The
sample was defined as all HIV-infected men in the cohort
with a normal baseline anal cytology result.

Definitions. Sexual orientation (MSM or MSW) was
obtained through the questionnaire at inclusion in the cohort.
The participant was considered to have HPV infection when
one or more HPV types were detected in a sample. ART
included at least two nucleoside reverse transcriptase inhib-
itors in combination with either a protease inhibitor or a non-
nucleoside reverse transcriptase inhibitor.

Statistical comparison. Baseline characteristics were
summarized using standard descriptive statistics, and a de-
scriptive analysis was carried out (differences between
groups: MSM and MSW).

All patients with at least one set of data during follow-up
were included in the analysis of the incidence of anal canal
SIL. The median time to anal canal SIL was analyzed using
the Kaplan—-Meier method, and differences were assessed
using the log-rank test. Incidence rates were also calculated
based on a denominator of 1000 person-years.

Univariate analysis and multivariate Cox proportional
hazards regression (test of proportional hazard assumption)
were performed to determine which of the following factors
would predict SIL: age, time with HIV infection, baseline
CD4*, CD4" nadir (before inclusion), HIV viral load, ART
(before inclusion), number of partners, and other risk factors
such as intravenous drug use. The hazard ratios for a diag-
nosis of SIL and their corresponding 95% confidence interval
(CI) were estimated.

Data were analyzed using SPSS version 15.0 (SPSS, Inc.,
Chicago, IL), R: A language and environment for statistical
computing (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria; http://www.R-project.org/), and StatXi%z‘S (Cytel,
Cambridge, MA).

Results

Patient characteristics

From a total of 733 HIV-infected men (538 MSM and
195 MSW) 436 patients were excluded because they had a
diagnosis of abnormal anal canal cytology (n=186), had
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been treated in the past for anal condglomata (n=93), or had
condylomata at baseline (n= 157).2 The baseline charac-
teristics of the 297 HIV-infected men included (192 MSM
and 105 MSW) are given in Table 1. It is noteworthy that
MSW had poorer disease status than MSM, that is, they had
significantly longer times of known HIV infection, lower
nadir CD4" counts, and lower baseline CD4" counts.

HPYV infection was detected in 61% of patients (177/297):
77% of MSM (147/192) and 29% of MSW (30/105),
p<0.0001. High-risk HPV infection was detectable in 69%
of MSM (133/192,95% CI = 62-76) and in 23% of MSW (24/
105, 95% CI=15-32), p<0.0001.

Prevalence of normal basal anal cytology
and incidence of anal canal SIL and IASCC

The prevalence of normal anal canal cytology results at
baseline in HIV-infected men was 62% (297/483). Of these
297 patients, 46 (15%) men [20/192 (10%) MSM and 26/105
(25%) MSW] were not included in the analysis of anal canal
SIL: 25 patients had nonevaluable anal canal cytology results
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during follow-up or their cytology result could not be re-
checked, 19 patients dropped out, and 2 died before attending
a follow-up control for reasons unrelated to HPV infection.

Therefore, 251 of 297 (85%) HIV-infected men had at least
one evaluable set of anal canal cytology results during
follow-up (172 MSM and 79 MSW) and were included in the
analysis of the incidence of anal canal SIL and IASCC. The
median (interquartile range) follow-up time was 4 (2-5.5)
years.

A total of 128 HIV-infected men (51%, 95% CI=45-57)
maintained a normal cytology result during follow-up [71
(41.3%) of 172 MSM, 57 (72.2%) of 79 MSW]. Of these, 60/
128 (47%) presented a detectable HPV infection at baseline.

The cumulative incidence of ASCUS was 6% (16/251):
6.4% in MSM (11/172) and 6.3% in MSW (5/79). Eight
patients (50%) had a detectable HPV infection at baseline.

The cumulative incidence of L-SIL was 37% (92/251, 95%
CI=31-43): 44% in MSM (76/172) and 20% in MSW (16/
79), p=0.0004. The cumulative incidence of H-SIL was 6%
(157251, 95% CI=3-10): 8% in MSM (14/172) and 1% in
MSW (1/79), p=0.0650. Consequently, the cumulative

TABLE 1. BASELINE CHARACTERISTICS OF THE COHORT OF HIV-INFECTED MEN WITH NORMAL ANAL CANAL
CyYTOLOGY AND NO BACKGROUND OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV)-RELATED DISEASES

Men who have sex  Men who have sex

Total population with men with women
Characteristic N=297 n=192 (65%) n=105 (35%) p
Age, median (interquartile range) 43 (37-48) 41 (35-48) 44 (39-48) 0.029
Time with HIV infection (years), median 10 (3-15) 7.5 (1-14) 13 (8.5-17) <0.001
(interquartile range)
AIDS diagnosis (yes), n (%) 46 (16) 25 (13) 21 (20) 0.131
HIV viral load at baseline, median 50 (50-470) 50 (50-1525) 50 (50-50) 0.028
(interquartile range)
Undetectable: <50 HIV RNA copies/mL 203 (70) 125 (66) 78 (77) 0.104
of plasma, n (%)
CD4" cell count/uL at baseline, median 516 (376-700) 531 (401-708) 480 (263-675) 0.015
(interquartile range)
<200 cells/uL, n (%) 15 (5) 6 (3) 99
200-500 cells/uL., n (%) 114 (40) 67 (36) 47 (46)
>500 cells/uL, n (%) 158 (55) 112 (61) 46 (45)
CD4" nadir (cells/uL), median 256 (120-355) 294 (188-377) 146 (59-291) <0.001
(interquartile range)
<200 cells/uL, n (%) 112 (38) 51 (27) 61 (59) <0.001
Anal canal HPV infection (yes), n (%) 177 (61) 147 (78) 30 (30) <0.001
High-risk HPV infection (yes), n (%) 157 (54) 133 (71) 24 (24)
Antiretroviral treatment before inclusion 248 (84) 150 (78) 98 (93) 0.001
(yes), n (%)
Prior sexually transmitted infection, n (%) 87 (29) 62 (32) 25 (24) 0.143
Intravenous drug user, n (%) <0.001
Never 188 (76) 140 (95) 48 (48)
Current 5Q2) 4 (3) 1(1)
Past 54 (22) 3(2) 51 (51) 183
Number of lifetime sexual partners, n (%) <0.001
0-1 partners 11 (6) 2() 9 (24)
2-10 partners 24 (14) 6 (5) 18 (49)
11-20 partners 17 (10) 12 (9) 5 (14)
>20 partners 119 (70) 114 (85) 5(13)
Prior receptive anal intercourse (yes), n (%) 170 (57) 170 (89) 0 —

HPV, human papillomavirus.
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TABLE 2. CUMULATIVE INCIDENCE OF SQUAMOUS INTRAEPITHELIAL LESIONS (SIL) BY DETECTABLE
OR NONDETECTABLE HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV) INFECTION AND HIGH-R1SK HPV INFECTION OF THE ANAL CANAL

Detectable HPV

Nondetectable HPV

Nondetectable
high-risk HPV

Detectable
high-risk HPV

Total population (N=251%)

n (%) 88/156 (56.4) 19/88 (21.6) 77/137 (56.2) 11/19 (57.9)
RR (95% CI) 4.70 (2.58-8.55) 0.93 (0.35-2.47)
IASCC 2 2

MSM (n=172)
n (%) 77/132 (58.3) 13/36 (36.1) 68/118 (57.6) 9/14 (64.3)
RR (95% CI) 2.47 (1.56-5.31) 0.76 (0.24-2.39)
IASCC 2 2

MSW (n=79)
n (%) 11/24 (45.8) 6/52 (11.5) 9/19 (47.4) 2/5 (40.0)
RR (95% CI) 6.49 (2.01-20.9) 1.35 (0.18-10.0)
IASCC 0 0 0 0

“HPV information of seven HIV-infected men (four MSM, three MSW) was not included in the analysis.
CI, confidence interval; HPV, human papillomavirus; IASCC, invasive anal squamous cell carcinoma; MSM, men who have sex with

men; MSW, men who have sex with women; RR, relative risk.

incidence of SIL (L-SIL and H-SIL) was 43% (107/251, 95%
CI=36-49): 52% in MSM (90/172, 95% CI=45-60) and
22% in MSW (17/79, 95% CI=13-32), p<0.0001. Table 2
provides the cumulative incidence of SIL and I[ASCC
grouped by detectable or nondetectable HPV infection and by
detectable or nondetectable high-risk HPV in the anal canal.
The actuarial probability of remaining free of SIL at 3 and 5
years was 65% (95% CI=58-72) and 48% (95% CI1=41-57)
in HIV-infected MSM and 86% (95% CI=78-95) and 82%
(95% CI=73-93) in HIV-infected MSW (p=0.001 and
p<0.001, respectively).

In an extended 10-year follow-up, IASCC was diagnosed
in two subjects. Table 3 provides the characteristics of these
two patients. Both were MSM, infected by high-risk HPV,
and had nadir CD4" counts of 17 and 137 cells per microliter.

TABLE 3. CHARACTERISTICS OF HIV-1-INFECTED
PATIENTS PARTICIPATING IN THE STUDY WHO WERE
DIAGNOSED WITH INVASIVE ANAL SQuAaMoUS CELL

CarciNnoma (IASCC)

Age at IASCC, years 48 50
Symptoms at IASCC diagnosis Hemorrhoids, Anorectal

anal pain mass

Length of follow-up in the cohort 8.1 4.5
at cancer diagnosis, years

TNM stage T1-2NxMO T2N1MO
Sexual practice MSM MSM
Time with HIV, years 24 27
CD4" nadir, cells/uL 17 137
CD4" at IASCC, cells/uL 317 806
HIV-RNA at IASCC, copies/mL 84 <40
Anal cytologies performed, n 9 4
Worst cytological diagnosis L-SIL ASCUS

HPV genotypes
At cytology sample 16, 33, 39 16, 59
At biopsy sample Not done  Not done

Life status, final Alive Alive

ASCUS, atypical squamous cells of uncertain significance; HPV,
human papillomavirus; IASCC, invasive anal squamous cell carci-
noma; L-SIL, low-grade squamous intraepithelial lesions; MSM, men
who have sex with men.

Predictive factors

Table 4 provides the predictive factors associated with anal
canal SIL in the crude (univariate) and adjusted (multivari-
ate) analysis. In the whole population of HIV-infected men
(including MSM and MSW), the independent protective ad-
justed factor was being on ART before inclusion. The inde-
pendent factors associated with increased risks were being
MSM and anal canal HPV infection. When the MSM and
MSW population were analyzed separately, anal canal HPV
infection was the sole independent risk factor for the inci-
dence of anal canal SIL in both populations. In addition, in
MSW, being on ART before inclusion was also an indepen-
dent protective factor and greater time (years) of HIV in-
fection increased the risk.

Discussion

The incidence of SIL among HIV-infected men was high
despite having a baseline normal anal cytology and no
background of HPV-related diseases of the anal canal.

This incidence was significantly higher in MSM than in
MSW. In fact, being MSM was an independent risk factor for
anal canal SIL, together with anal canal HPV infection, and
greater time (years) of HIV infection. Actually, half of all
MSM developed an anal SIL at 5 years versus 1 year in every
five MSW.

Being on ART before inclusion was a protective factor against
SIL development. In an extended follow-up period (10 years),
the incidence of IASCC in this subset of men (both MSM and
MSW) was lower than in the overall population of HIV-positive
MSM. We identified two cases of IASCC, both in MSM with
high-risk HPV including genotype 16 infection with low
CD4" nadir counts (<200 cells/uL), in both cases. The carcinoma
was characterized by a fast-aggressive evolution. Both received
regular follow-up examinations in the proctology unit. It is
noteworthy that one of them had had cytology results showing L-
SIL and a normal HRA 4 years previously, and the other had
cytology results showing ASCUS and a normal HRA 6 years
previously. The time to progression to IASCC was short. The
first one had an L-SIL and developed an IASCC 2 years later.
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TABLE 4. FACTORS ASSOCIATED WITH THE INCIDENCE OF SQUAMOUS INTRAEPITHELIAL LESIONS (SIL) (Low GRADE
AND HIGH GRADE) OF THE ANAL CANAL IN HIV-INFECTED MEN WITH NORMAL CYTOLOGY FINDINGS AT BASELINE
AND NO BACKGROUND OF HUMAN PAPILLOMAVIRUS (HPV)-RELATED DISEASES

Factors analyzed Crude® Adjusted®
Incidence HR (95% CI) p HR (95% CI) p
Total population (N=251)
HIV viral load at baseline 1.00 (1.00-1.00) 0.033 NS
Time with HIV infection (years) 0.96 (0.93-0.99) 0.009 NS
Age 0.98 (0.96-0.99) 0.027 NS
MSM (yes) 2.91 (1.73-4.90) <0.001 2.03 (1.17-3.53) 0.012
ART before inclusion (yes) 0.44 (0.28-0.69) <0.001 0.58 (0.37-0.92) 0.022
Anal canal HPV infection (yes) 3.22 (1.96-5.30) <0.001 2.46 (1.45-4.15) <0.001
Intravenous drug use (yes) 0.40 (0.20-0.80) 0.009 NS
History of receptive anal intercourse 1.69 (0.98-2.90) 0.058 NS
MSM (n=172)
HIV viral load at baseline 1.00 (0.99-1.00) 0.105 NS
Time of known HIV (years) 0.96 (0.93-0.99) 0.035 NS
Age 0.99 (0.97-1.01) 0.205 NS
ART before inclusion (yes) 0.57 (0.35-0.92) 0.021 NS
Anal canal HPV infection (yes) 2.15 (1.19-3.87) 0.011 2.64 (1.20-5.84) 0.016
Intravenous drug use (yes) 0.22 (0.03-1.60) 0.135 NS
MSW (n=79)
HIV viral load at baseline 1.00 (0.99-1.00) 0.100 NS
Time with HIV infection (years) 1.09 (0.99-1.19) 0.071 1.11 (1.01-1.22) 0.040
Age 0.95 (0.87-1.03) 0.205 NS
ART before inclusion (yes) 0.26 (0.05-1.21) 0.085 0.09 (0.01-0.61) 0.014
Anal canal HPV infection (yes) 4.33 (1.50-12.51) 0.007 3.41 (1.16-10.05) 0.026

#Only variables with p<0.35 in the crude analysis are shown in the table.
The final model of multivariate analyses (stepwise) was adjusted for the following predictors: detectable HPV infection, sexual

orientation (MSM or MSW), and CD4" at baseline.

ART, antiretroviral treatment; CI, confidence interval; HPV, human papillomavirus; HR, hazard ratio; MSM, men who have sex with

men; MSW, men who have sex with women; NS, non significant.

The second patient had an ASCUS and developed an
IASCC 1 year later. In both cases, the IASCC was diagnosed
after surgical treatment for hemorrhoids. No cases were
identified in MSW, subjects without HPV infection or in
subjects without low CD4" nadir counts, suggesting that
being exposed to high-risk HPV during periods of immune
deficiency plays a pivotal role in progressing to high-risk anal
lesions and IASCC.

There has been much less research on anal canal SIL
among HIV-infected MSM and MSW with normal baseline
cytology findings and no background of HPV-related dis-
eases of the anal canal important.

Not unexpectedly, HPV infection of the anal canal was the
main risk factor associated with anal canal SIL in our study in
both populations of HIV-infected men (MSM and MSW). In-
deed, in this cohort of MSM the anal canal was the site with the
highest prevalence of HPV infection (versus mouth and pe-
nis).'® This prevalence was higher than cervical HPV infection
in HIV-infected women as well in our main cohort.** The
prevalence of anal HPV infection in our cohort was 61%, and
the most common HPV type detected in basal normal cytology
samples was HPV-16 (80%). We found a significantly higher
rate of HPV and high-risk HPV in MSM than in MSW.

Data on the epidemiology of anal canal SIL in HIV-
infected MSW are limited. A previous meta-analysis identi-
fied an incidence of anal SIL in HIV-infected MSW of
30%.2% Of interest, the incidence of anal SIL was similar in
HIV-negative MSW (33%), an unexpected finding consid-

ering the potential association generally reported between
HIV and HPV infections.”*** The authors attribute this ap-
parent discrepancy to a bias of selection among HIV-negative
MSW, recruiting mainly those with HPV-related condylo-
mata or presence of anal symptoms. Likewise, our analysis
has identified in the same subset of subjects a quite similar
incidence (22%) of SIL in HIV-positive MSW, despite hav-
ing a normal baseline anal cytology. We found a higher rate
of HPV and high-risk HPV infection in MSM than in MSW,
in agreement with previous reports. However, the rate of anal
HPV infection among HIV-infected MSW was still consid-
erable (30%), most of them with high-risk oncogenic HPV
(mainly HPV-16).

HIV-positive MSM are a priority for anal cancer preven-
tion. However, taken together, our data support the interest of
performing routine anal canal examinations also in HIV-
infected MSW, including those with normal cytology at co-
hort entry.

Sexual preference and HIV infection are independent and
similarly strong determinants of male anal HPV-16 infec-
tion.* All these incidence rates of HPV and SIL suggest that
sexual behavior predisposes to an increase(ilt isk of HPV
acquisition and the immunosuppressive effe g f HIV in-
fection might play thereafter a crucial role in delaying HPV
clearance and favoring the persistence of HPV infection in
the anal canal.

Data on the role of ART in HPV infection and associated
diseases are contradictory.>?""*> This apparent discrepancy



Downloaded by East Carolina University from www .liebertpub.com at 11/11/19. For personal use only.

464

probably relies on the impact of ART on the time with sup-
pressed HIV viremia and severe immune suppression, when
HPV-induced changes can progress, but not really on re-
ceiving or not receiving ART. Therefore, studies should
better capture the viremia copy-years (overall time with
suppressed HIV viremia) of every subject, and the time with a
CD4" count below a defined threshold, rather than receiving
ART or not in a binary way.

In addition, ART also prolongs life expectancy, thus
increasing the probability of exposure to HPV, accumulation
of genetic somatic mutations, and disease progression in the
anal canal. We found that being on ART before inclusion,
especially among MSW, was associated with a lower inci-
dence of anal canal SIL (protective factor). In fact, ART was
also associated with a lower prevalence of HPV infection of
the anal canal in this cohort, suggesting that immune recovery
associated with HIV suppression could favor not only HPV
clearance but curb cytological progression.'® The high inci-
dence of anal canal SIL and the low incidence of IASCC led
us to believe that progression to SIL can happen in a short
time but IASCC requires not only a longer period but per-
sistent immune suppression as well.

Cervical female cytology is an excellent diagnostic tech-
nique that has led to a dramatic reduction in mortality related
to cervical cancer.”® Anal cytology is probably a cost-
effective approach to preventing anal cancer in HIV-infected
MSM owing to the well-established association between
HPV infection and squamous cell cancer and the elevated risk
of anal cancer among HIV-positive men.>'® Although we do
not have yet a fully powered randomized trial, a cohort study
has shown that this strategy could reduce the incidence of
IASCC and expert consensus recommendations endorse the
routine screening of anal canal in HIV-positive MSM."*

Our study is subject to a series of limitations that could lead
us to underestimate or overestimate the real incidence of anal
canal SIL. The lack of data on spontaneous clearance (and
retention time) of SIL in the anal canal limits the impact of
the results on the natural history of anal cancer precursor
lesions. Because the sample size was not calculated to study
incidence, the generalizability of the results must be cautious.
The assumption that the date of cytology was the time the
event occurred is not ideal for evaluating the natural history.
Furthermore, human interpretation of cytology results could
lead to interobserver bias despite good training, with the re-
sult that incident lesions could go undetected and under-
diagnosed. This study is also limited by the fact that it was
performed at a single center.

In conclusion, the incidence of cancer precursor lesions
(SIL) of the anal canal in HIV-infected men is high even in
subjects with normal baseline anal cytology. Although the in-
cidence of anal canal SIL was higher among MSM, the inci-
dence in MSW was also remarkable. HPV and high-risk HPV
infection and receiving ART are factors that impact SIL inci-
dence in both MSM and MSW. Therefore, careful inspection of
the anal canal (including a digital rectal examination and cy-
tology) should become part of the clinical routine for all HIV-
infected men, independently of their sexual orientation.
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