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PRINCIPALES ABREVIATURAS UTILIZADAS

AAR:

ACESI:

ASCUS:

AZT:

CECAI:

Cl:

HSH:

HSM:

ITINN:

ITS:

LEI

LEIA:

LEIB:

NIA

SIDA:

STR:

TAR:

Anoscopia de Alta Resolucion.

Atipia de Células Escamosas de Significado Indeterminado

(vocablo inglés, Atypical Squamous Cells of Undetermined Significance)

Zidovudina.

Carcinoma Escamo Celular Anal Invasivo

Carcinoma in situ

Hombres que tienen Sexo con Hombres.

Hombres que tienen Sexo con Mujeres.

Inhibidores de la Proteasa.

Infrarrojos.

Inhibidores de la Retrotranscriptasa Inversa analogos de los
Nucleosidos.

Inhibidores de la Retrotranscriptasa Inversa No analogos de los
Nucleosidos.

Infecciones de Transmision Sexual

Lesion Escamosa Intraepitelial (vocablo inglés, SIL: Squamous
Intraepitelial Lesion)

Lesién Escamosa Intraepitelial de Alto grado (vocablo inglés, HSIL:
High-grade Squamous Intraepithelial Lesion)

Lesion Escamosa Intraepitelial de Bajo grado (vocablo inglés, LSIL:
Low-grade Squamous Intraepithelial Lesion)

Neoplasia Intraepitelial Anal

Sindrome de la Inmunodeficiencia Adquirida.

del iningés, Single-Tablet Regimen

Tratamiento Antirretroviral.



TARGA: Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad.
VIH: Virus de la Inmunodeficiencia Humana

VPH: Virus del Papiloma Humano.
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RESUMEN.



Resumen.

El carcinoma escamo celular anal invasivo es un cancer muy raro en la poblacion
general, pero muy frecuente los pacientes infectados por el VIH, principalmente los
Hombres que tienen Sexo con Hombres, aunque los Hombres que tienen sexo con
Mujeres y las mujeres infectadas por el VIH tienen también un riesgo mucho més alto
que la poblacion general. Actualmente no existe evidencia sobre la eficacia de las
distintas estrategias empleadas para detectar y tratar las displasias anales de alto
grado, que potencialmente pueden avanzar a un carcinoma escamo celular anal
invasivo. El propésito de la presente tesis es demostrar la efectividad de un programa
de cribado de displasia anal basada en la realizacion de citologias anales y anoscopia
de alta resolucion como estrategia de cribado de las displasias anales de alto grado,

con el fin de prevenir el carcinoma escamo celular anal invasivo.

Summary.

Invasive anal squamous-cell carcinoma is a rare cancer in the general population, but
common in HIV-infected patients, especially in Men who have Sex with Men, although
Men who have sex with Women and women infected with HIV they also have a much
higher risk than the general population. There is currently no evidence on the efficacy
of the different strategies used to detect and treat high-grade anal dysplasia, which can
potentially advance to an invasive squamous cell carcinoma. The purpose of this thesis
is to demonstrate the effectiveness of an anal dysplasia screening program based of
anal cytology and high resolution anoscopy to prevent nvasive anal squamous-cell

carcinoma.
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INTRODUCCION.
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1. INFECCION POR EL VIRUS DE LA INMUNODEFICIENCIA HUMANA.

1.1 Epidemiologia de lainfeccién por el VIH

Hasta finales del 2017 habian 36.9 millones de personas infectadas por el VIH en todo
el mundo. la region con el mayor nimero de casos es el continente africano con 25.7
millones de pacientes VIH positivos (fig.1). Los paises de la zona subsahariana son los
més afectados con tasas de seroprevalencia que pueden superar el 20% (1). Un total
de 21.7 millones (59%) de todos los pacientes estan en Tratamiento Antirretroviral

(TAR) (2).

Figura 1. Tasas de seroprevalencia del VIH en el continente africano en pacientes de

15-49 afios en 2017, adaptado de Dwyer-Lindgren et al, Nature-2019.
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Si analizamos datos locales, en el estado espafiol se notificaron 3.381 nuevas
infecciones durante el 2017, que representa una tasa de incidencia de 7.26 por
100.000 habitantes. El 84.6 % de los nuevos diagndsticos se dieron en los hombres y
15.4% en mujeres, con una tasa de incidencia significativamente mas alta en las
personas de sexo masculino (12.5 vs 2.2 por 100.000 habitantes). La mediana de
edad fue mas baja en los hombres (35 contra 38 afios). En cuanto al modo de
trasmision, el 54.3% de los nuevos diagnosticos se dieron en hombres que tienen sexo
con hombres (HSH). El 46% del total de nuevos diagnosticos fueron tardios (CD4

<350 cells/uL) y el 26% del total fueron diagnésticos muy tardios (CD4 <200 cels/uL)

3).
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1.2 Nuevas estrategias de tratamiento y esperanza de vida de los pacientes

infectados por el VIH.

El cambio en la esperanza de vida de los pacientes infectados por el VIH tiene un
punto de partida a mediados de los afios 80, cuando se logré inhibir la replicacion viral
con farmacos que actuaban sobre la retrotranscriptasa inversa (4). Lamentablemente,
se vio que el control de esta replicacion viral y su impacto sobre la salud de los
pacientes no era duradera en el tiempo (5). Posteriormente en los afios 90 se
demostré que un tratamiento basado en la combinacién de tres farmacos era eficaz
para mantener un control prolongado de la replicacion viral. Esta estrategia de
tratamiento consistia en una base de dos farmacos inhibidores de la retrotranscriptasa
inversa analogos de los nucleésidos (ITIAN), lo que se llamaria el “backbone”, mas un
tercer farmaco; un inhibidor de la proteasa (IP) o un inhibidor de la retrotranscriptasa
inversa no analogo de los nucleétidos (ITINN). Esta estrategia de tratamiento,
denominanda tratamiento antirretroviral de gran actividad (TARGA), tendria un gran

impacto en la esperanza de vida de los pacientes infectados por el VIH (6).

Una vez demostrada la eficacia del TARGA, se observd que la exposicion a los ITIAN
tenia entre otras, una toxicidad mitocondrial que frecuentemente se manifestaba en
forma de lipodistrofia (7), una caracteristica clinica que causé un gran estigma entre
los pacientes infectados por el VIH en esa época. También existieron otros problemas
relacionados con el tratamiento antirretrovrial (TAR), mas alla de la toxicidad inducida
por los farmacos, los pacientes tenian que tomar muchos comprimidos diarios, hecho

gue no favorecia la adherencia al tratamiento y por lo tanto seleccién de resistencias.
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Poco a poco se fueron desarrollando mdltiples estrategias para favorecer la
adherencia al TAR, demostrdndose que un menor numero pastillas y de tomas
favorecia la adherencia al tratamiento (8)(9). En este contexto se desarrollaron los
STR (del inglés Single-Tablet Regimen) que tras demostrar su eficacia para mantener
la supresion virolégica en los pacientes que la tomaban (10), fueron convirtiéndose en
las pautas de inicio o de cambio de tratamiento preferentes. El desarrollo de nuevas
moléculas cada vez menos toxicas universalizd el TAR y con ello, el control de la
replicacion viral efectiva, hecho que tuvo un gran impacto epidemiolégico en cuanto a
la disminucién de transmision del virus. Actualmente estd demostrado que los
pacientes que tienen una carga viral suprimida (< 50 cop/uL) no transmiten el virus del
VIH (11). Todos estos aspectos han hecho que en la actualidad no se cuente con
practicamente ninguna restriccién al momento de iniciar el tratamiento en un paciente
con un diagnostico confirmado de una infeccion por el VIH, ya que esta demostrado el
impacto positivo sobre la salud del paciente, cuando inicia un tratamiento antirretroviral

temprano, independiente del nimero de linfocitos T CD4+ (12).

Si bien contamos con medicamentos que tienen practicamente una toxicidad nula, se
estan desarrollando nuevas estrategias de tratamiento, con tendencia a disminuir el
namero de moléculas para controlar la replicacion viral, tanto en pacientes con una
carga viral suprimida como aquellos que inician un tratamiento. En este sentido las
terapias duales han demostrado ser eficaces para el control del virus en pacientes que
inician tratamiento (13) o en estrategias de simplificacion (14). El desarrollo de nuevas
formulaciones, como las moléculas de larga actividad (long-acting), cambiaran
igualmente la posologia y la via de administracién del TAR. Estos cambios tendran un
impacto evidente en la adherencia y la calidad de vida de los pacientes en el momento
gue estén disponibles. La combinacion Cabotegravir/Rilpivirina en nanoformulaciones
ha demostrado ser eficaz para controlar la replicacién viral en pacientes previamente
suprimidos, administrados cada cuatro u ocho semanas (15).

17



Todos estos avances en términos de disminucién de farmacos, combinaciones en
STR, tratamientos de actividad prolongada, toxicidad practicamente nula en los
tratamientos disponibles tienen un claro impacto en la calidad y la esperanza de vida
de nuestros pacientes(16). Es importante un diagnostico temprano de la infeccion por
el VIH e inicio precoz del TAR por estar directamente relacionados con una mejoria en

la esperanza de vida de estos pacientes (17).
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1.3 Envejecimiento, nuevos problemas de salud y cambios en la epidemiologia

del cancer en la poblacion infectada por el VIH.

La mejora en la esperanza de vida de los pacientes infectados con por el VIH (16) (17)
implica nuevos retos para mantener la calidad de esta en nuestros pacientes. Hay
nuevos problemas relacionados con el envejecimiento de la poblacién VIH positiva, por
ejemplo; esta poblacién tiene un mayor nimero de comorbilidades a edades mas

tempranas si se comparan con la poblacion general (18) (Fig. 2)

Figura 2. Nomero de comorbilidades por grupos de edades en personas infectadas y no

infectadas por el VIH. Adaptado de Guaraldi G et al. Clin. Infect. Dis. 53, 1120-1126 (2011).
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La mejora en el estado inmunoldgico de las personas infectadas por el VIH tiene un
claro efecto en su esperanza de vida, este hecho ha tenido igualmente una influencia
en el cambio de la epidemiologia del cancer en esta poblacién. La incidencia de las
neoplasias definitorias de SIDA han disminuido drasticamente y las neoplasias no-

definitorias de SIDA van teniendo cada vez mas importancia (19).

La figura 3 muestra datos de una cohorte de 22.263 pacientes infectados por el VIH en
San Francisco, en la que se observan los cambios en la incidencia de primer y
segundo cancer en 3 décadas de analisis de dicha cohorte, ademas destaca la

importante caida de los nuevos diagnésticos de neoplasias definitorias de SIDA.

Figura 3. Incidencia de primera y segunda neoplasia en pacientes infectados por el VIH.

Adaptado de Hessol et al. Lancet HIV 3018, 1-9 (2018).
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Las coinfecciones por otros tipos de virus con un gran potencial oncogénico, como los
virus de la hepatitis B y C, el virus de Epstein-Barr, virus del papiloma umano (VPH) y
la exposicion prolongada a los mismos juegan un papel importante en la génesis del
cancer. Otros factores relacionados son también algunos hébitos de vida, como el
consumo de téxicos, alcohol, tabaco y alteraciones de la inmunidad celular e

inmunosenescencia (20)(21).

En el momento actual estamos frente a un cambio en las necesidades sanitarias de
nuestros pacientes. Las enfermedades oportunistas son cada vez menos frecuentes, a
pesar del nimero importante de pacientes que se diagnostican con un claro deterioro
del estado inmunoldgico (3). Los canceres no definitorios de SIDA tienen una mayor
importancia en nuestros pacientes. Esto nos obliga a adaptar nuestra practica clinica
para poder ofrecer una atencién integral, como un tratamiento adecuado de las
comorbilidades, desarrollar programas de cribado de canceres, con principal énfasis
en los canceres que son altamente prevalentes (ej: cancer anal) en la poblacion

seropositiva.
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2. INFECCION POR EL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO.

2.1 Virologia béasica del Virus del Papiloma Humano

El VPH pertenece al género Papilomavirus de la familia Papovaviridae, tiene un
tropismo especial por las células del epitelio escamoso. Es un virus sin cubierta de
aproximadamente 60nm de didmetro, tiene una capside icosaédrica con un genoma de
ADN circular bica-tenario de aproximadamente 8000 pares de bases. Contiene tres
regiones gendmicas que incluyen aproximadamente diez zonas de lectura abierta
(ORFs del inglés open reading frames). La region temprana (E) contiene hasta siete
ORF responsables de codificar las proteinas reguladoras virales, la region tardia (L) es
la responsable de codificar las proteinas de la capside viral y de la regién larga de

control (LCR del inglés long control region) (22)(23). (figura 4).

Figura 4. Organizacion del genoma viral del VPH, tipos de proteinas y funcién. Adaptado de
Harden, M. E. et al. Human papillomavirus molecular biology. Mutat. Res. Mutat. Res. 772, 3—

12(2017)
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Las proteinas E6 y E7 destacan por interactuar con las proteinas supresoras del
crecimiento tumoral, por lo tanto, tienen un rol muy importante en la génesis del

cancer.

Hasta el 2016 se habian identificado aproximadamente 205 diferentes tipos de VPH,
que se han categorizado en 5 distintos géneros, 65 Alphapapillomavirus, 51
Betapapillomavirus, 84 Gammapapillomavirus, 4 Mupapillomavirus y un solo
Nupapillomavirus y 19 otros tipos de VPH estan pendientes de clasificar (24). Los
Alphapapillomavirus tienen mayor importancia desde el punto de vista médico, ya que
los virus de este género son los que en su mayoria estan identificados como los
causantes de neoplasias de cavidades orales, mucosas Yy el tracto anogenital de los

seres humanos.

Tabla 1. Género, especies y tipos de HPV, patologias asociadas. Adaptado Harden, M. E. et

al. Human papillomavirus molecular biology. Mutat. Res. Mutat. Res. 772, 3—12 (2017).

Genus Species | Representative HPV tyvpes | Tropism Associated Diseases
al 32 mucosal Heck’s disease
al 3,10.28 cutaneous | flat warts
ad 2,27.57 cutaneous | common warts
Alpha-PV a7 18,39, 45,5968 mucosal intraepithelial neoplasia. invasive carcinoma
a9 16.31.33,35.52, 58 mucosal intraepithelial neoplasia. mvasive carcinoma
alld 6,11 mucosal condylomata acuminate
13 Heck’s disease
Blc 5,8,12,14,19.20. 21, 24, cutaneous | Epidermodysplasia
25,36.47 verruciformis
2 5 22 23 37 i 7 1
Beta PV p2 9, 15.17,22,23 3738 cutaneous E_p1clerlmod}l';.plas1a
verruciformis
B3 49 cutaneous | Epidermodysplasia
verruciformis
vl 4,65 cutaneous | Warts
Gamma-PV
v4 60 cutaneous | Warts
ul 1 cutaneous | plantar warts
Mu-PV
n2 63 cutaneous | Warts
Nu-PV v 41 cutaneous | Warts
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2.2 Epidemiologia de la infeccién del Virus del Papiloma Humano y coinfeccién

por el VIH.

La infeccidn por el virus del papiloma humano es una de las infecciones sexuales mas
comunes en la poblacién sexualmente activa. La persistencia de esta infeccidén esta
asociada con multiples patologias: benigna, relacionada relacionadas con VPH con
bajo potencial oncogénico (p. ej. Verrugas) o las malignas relacionada con VPH con un
alto potencial oncogénico y causantes de distintos tipos de canceres (entre otros) del

tracto anogenital (25)(26).

En cuanto a la epidemiologia, se estima que el 11.7% (IC 95%: 11.6-11.7) de las
mujeres con una citologia cervical normal esté infectada por el VPH, con diferencias
considerables entre las distintas regiones del mundo, siendo mayor en el continente

africano y Oceania. La mayoria de estas infecciones (70-90%) son asintométicas (27).

En Estados Unidos hay aproximadamente 14 millones de infecciones anuales, la
mayoria de estas se resolveran espontaneamente en uno o dos afios. La mayor
prevalencia de la infeccion por el VPH en el cérvix se observa en edades inferiores a
los 25 afios con un 24% (IC 95%: 23.5-24.5), hay un claro declive en las edades mas
adultas. Este declive se ha observado tanto en la poblacibn europea como
norteamericana, aunque esta tendencia no se cumple en todas las regiones del
mundo, de hecho se ha observado un repunte de prevalencia en mujeres mayores de

65 afios en algunos paises del continente africano (28).

La prevalencia de infeccidon por el VPH es significativamente mas alta en las mujeres
con alteraciones citolégicas e histolégicas. Las mujeres con una atipia de células
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escamosas de significado indeterminado (ACESI) tienen una prevalencia de infeccion
por el VPH del 52.5% (IC 95%: 51.6 - 53.3), 74.8% (IC 95%: 74.3-75.3) en las mujeres
con una lesibn escamosa intraepitelial de bajo grado (LEIB). Estos porcentajes
pueden llegar a ser tan altos como un 88.9% (IC 95%: 88.5-89.3) en las pacientes con

una lesion histoldgica compatible con una displasia cervical de alto grado (CIN2/3)(27).

Entre el 80 y 90% de las personas expuestas al VPH terminaran aclarandolo mediante
una respuesta inmune celular, los fallos en esta respuesta son los responsables de
una infeccién persistente, de una reactivacion viral y en el caso de una infeccién por
tipos oncogénicos, el desarrollo de lesiones displasicas y cancer. Existen igualmente
factores relacionados con el tipo de infecciébn VPH, hay niveles bajos de aclaramiento

viral en el caso de los VPH de alto riesgo oncogénico (p. ej, VPH-16) (29).

La prevalencia, incidencia y persistencia de la infeccion por el VPH difiere entre la
poblacion infectada o no por el VIH, especialmente entre los hombres que tienen sexo
con hombres (HSH) VIH-positivos, quienes presentan una mayor prevalencia de
coinfeccion por este virus, tanto a nivel del canal anal como en el pene, ademas de

presentar porcentajes mayores de infeccion por el VPH de alto riesgo oncogénico (30).

Es importante destacar los altos porcentajes de prevalencia del VPH en el canal anal
de la poblacion HSH. Se han descrito prevalencias de infeccion anal del 60.4% (IC
95%: 55.7-64.9) en los HSH no infectados por el VIH y 78.2% (IC 95%: 73.3-82.7) en
los HSH VIH-positivos, infeccién por VPH de alto riesgo oncogénico del 45.1 % (IC
95%: 40.5-49.8) y 64.7 % (IC 95%: 59.1-69.9) en ambos grupos respectivamente.
Infecciones por multiples tipos de VPH se han observado en el 65.9 % (IC 95%: 60.4—
71.1) y 38.8% (IC 95%: 34.3-43.4) en HSH infectados y no por el VIH, al igual que la

infeccibn por virus con alto riesgo oncogénico (VPH-16 y VPH-18): 22.1% (IC
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95%:17.6-27.1) / 14.2% (IC 95%: 10.5-18.5) vs 13.1% (IC 95%: 10.1-16.5) / 5.5% (IC

95%: 3.6—7.9) respectivamente (30).

Datos de nuestro grupo, de la cohorte CARH.MEN (CAn Ruti HIV+ Men) de hombres
infectados por el VIH (538 HSH y 195 hombres que tienen sexo con mujeres [HSM]),
estimaron prevalencias igualmente altas de coinfeccién por el VPH de alto riesgo
oncogénico a nivel de canal anal, siendo el VPH-16 el genotipo mas prevalente: 31,6%

y 6,8% entre HSH y HSM respectivamente(31).

A pesar de que los HSH tenian prevalencias mas altas de infeccion VPH de alto
riesgo, las tasas de incidencias de infeccién por el VPH-16 no fueron muy distintas
entre ambos grupos: 5.9 nuevos casos por 1000 personas-mes [IC 95%: 4.3-7.9] para

los HSHYy 4.4 [IC 95%: 2.5-7.2] para los HSM (32).

Prevalencias mucho mas altas de infeccion por el VPH han sido observadas en
cohortes de otras areas geograficas, estimandose prevalencias del 100% y 94% para
todos los distintos genotipos de VPH y para genotipos del VPH de alto riesgo en HSH
infectados por el VIH en Tailandia. En esta misma poblacion se han estimado
igualmente prevalencias altas entre los HSH VIH-negativos, 70% para todos los

genotipos de VPH y 54% para VPH de alto riesgo (33).

Aunque la mayor parte de los estudios estan orientados a determinar datos de
infeccion anal por el VPH principalmente en la poblacion HSH infectada o no por el
VIH, hay cada vez mas estudios que aportan evidencia de prevalencias altas de
infeccion anal de este virus en mujeres VIH-positivas, con prevalencias de infecciones
anales por tipos de VPH de alto riesgo de hasta 57,9% (99/171) con un 81,8% (81/99)
de éstas que estan infectadas por mas un tipo de VPH de alto riesgo oncogénico (34).
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2.3 Displasia anal, su relacién con la infeccion por el Virus del Papiloma
Humano
La infeccién del epitelio escamoso anal por los VPH con alto riesgo oncogénico, en
especial el VPH-16 y VPH-18, esta relacionada con el desarrollo de lesiones
displasicas anales, con una relacion directa entre el grado de displasia y la
prevalencia del VPH a nivel anal, especialmente en las personas infectadas por el

VIH (35). (Fig5)

Figura 5. Prevalencia de infeccién por el VPH en personas VIH positivas y negativas y su
relacion con la displasia anal. Adaptado de Lin C. et al. Human papillomavirus types from
infection to cancer in the anus, according to sex and HIV status: a systematic review and

meta-analysis. Lancet Infect. Dis. 18, 198—-206 (2018).
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Las personas infectadas por el VIH tienen valores mayores de prevalencia de
coinfeccion por el VPH. Este hecho también tiene una relacién directa con el desarrollo
de displasia anal. Tener una infeccion por el VPH-16 o VPH-18 puede aumentar el
riesgo de tener una displasia de alto grado (AIN2-3) OR: 14.8 (IC 95%: 3.51-57.32),
este riesgo puede llegar hasta un OR 31.03 (IC 95%: 5.68-169.6) si hay una
coinfeccion por ambos tipos. Otros factores que favorecen el desarrollo de una
displasia anal de alto grado son; la edad, siendo mayor en los pacientes mayores de
50 afios, y un recuento bajo de linfocitos T CD4+ (<50 células/uL) antes de iniciar el

TAR (36).

La relacion entre la coinfecciéon por VIH / VPH y displasia anal es ain mas evidente en
los HSH (37). Este grupo de pacientes, mas alla de tener tasas de prevalencia mucho
mas altas de infeccion por el VPH respecto a la poblacibn en general, tienen
igualmente una prevalencia mucho mas alta de los distintos grados de displasia anal.
Asi pues se han observado porcentajes significativamente altos de citologias anales
alteradas en los HSH en comparacién con las mujeres y HSM, al igual que
porcentajes de displasia anal de alto grado cercanos al 31% comparados un 26 'y 23%
en mujeres y HSM (38). El tener relaciones anales receptivas esta asociado con una
mayor probabilidad de tener una displasia de alto grado y al contrario, recuentos de

linfocitos TCD4 superiores a 500/uL son protectores (38).

El VPH interacciona con el epitelio escamoso basicamente en dos formas, la primera:
el epitelio escamoso soporta la produccién de virus, pero las lesiones son transitorias.
Este proceso se puede manifestar en forma de lesiones histolégicas compatibles con
displasias de bajo y moderado grado o condilomas, estas lesiones son
mayoritariamente asintomaticas. En la segunda forma, la interaccion infeccién epitelio
escamoso infectado por el VPH se manifiesta en forma de lesiones que generalmente
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son clasificadas como premalignas, éstas son lesiones en las que el equilibrio entre la
expresion genética viral y la diferenciacion celular del epitelio se rompe. Se cree que
hay una sobre expresién oncogénica viral que lleva a las células del epitelio escamoso
a proliferar y expandirse de forma de un clon de células indiferenciadas, que tienen
una replicacién viral (VPH) persistente. Estos mecanismos hacen que se desarrollen la
lesiones que pueden observarse con el anoscopio de alta resolucion (AAR) y que
podrian evolucionar hacia un cancer anal invasivo (39) (40). La figura 6 representa

esquematicamente la evolucion de displasia a cancer anal invasivo.

Los primeros casos que demuestran la evolucién de displasia anal a cancer invasivo
se describieron hace mas de una década (41). Es muy probable que la fisiopatologia
de esta transformacion, displasia anal a cancer invasivo, tenga muchas similitudes con
el cancer cervical, de hecho, estas dos patologias comparten algunos aspectos clave
en cuanto su etiologia. Ambos canceres estan relacionados con la infeccion del

epitelio escamoso por los distintos tipos de VPH de alto riesgo oncogénico.

A mediados de los afios 80 ya se demostro la evolucién de displasia a cancer cervical,
el 4,3% (41/948) de las pacientes que presentaban algun grado de displasia cervical,
terminaban presentando un cancer cervical en ausencia de tratamiento (42). Estos
porcentajes pueden llegar hasta el 13% en las pacientes que presentan una displasia

cervical de alto grado (CIN-III) (43).

La progresion de la displasia a cancer anal ha sido descrita mayoritariamente en
pacientes que tienen algun grado de inmunodepresion celular, en relacion con un
tratamiento inmunosupresor, trasplante o infeccion por el VIH. Una tasa de progresion
a cancer anal invasivo de hasta un 11% al cabo de 42 meses de seguimiento, ha sido
descrita en una cohorte de 72 pacientes con una displasia anal de alto grado y alguna
condicion que cause un estado de inmunodepresion (41).
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Hay cohortes que describen progresiones cercanas al 9% al cabo de 53 meses en
pacientes con una displasia anal de alto grado (AIN-IIl), datos siempre extraidos de
cohortes pequefias de pacientes (3/35). En esta cohorte, los tres pacientes que
desarrollaron el cancer invasivo, tenian algun tipo de alteraciéon en la inmunidad, en

este caso relacionada con un tratamiento corticoideo de larga duracién (44).

En el caso especifico de los HSH infectados por el VIH, es probable que la progresién
de displasia de alto grado a cancer anal invasivo sea mas agresiva, si la comparamos
con los pacientes VIH negativos. De una cohorte de 138 pacientes en los que se
diagnosticaron un cancer anal o perianal entre 1997 y 2011 (con un seguimiento
regular por una unidad de proctologia ), se observaron 27 casos de cancer anal
invasivo sobre una displasia anal de alto grado diagnosticada anteriormente (45). A 13
de estos pacientes se les habia aplicado algun tipo de tratamiento sobre estas
lesiones, pero a solo en tres de ellos se administré algun tipo de tratamiento

considerado como curativo en la actualidad.

A pesar de los casos descritos de la progresion; displasia a cancer anal y de la
probable similitud con la evolucion de las neoplasias cervicales, aiun existen muchos
aspectos desconocidos. Hay controversias respecto a la evolucion de las lesiones de
alto grado a cancer o regresion de estas, conocer los factores que favorecen o
protegen contra la evolucion a cancer, el rol protector del tratamiento de estas. Asi
pues, datos recientes de una cohorte de 592 pacientes, estiman un riesgo de
evolucion de displasia anal de alto grado (AIN-Ill) a cancer del 1,2% (IC 95%: 0.7-
2.5%) al afio, hasta el 5.7% (IC 95%: 4 - 8,1%) a los 5 afios de seguimiento. Més all4
de éstas altas tasas de incidencia de cancer, llama la atencién el haber diagnosticado

el mismo numero de cénceres entre las personas que habian recibido o no algun tipo
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de tratamiento para las displasias de alto grado, datos que contradicen el beneficio de
tratar las displasias de alto grado (46).

En la misma cohorte se analizaron los factores que favorecian la evolucién a cancer,
sin poder encontrar ninguno en el andlisis multivariante, aunque con una clara
tendencia en los pacientes de raza negra no hispanica (p-valor: 0.06) y los pacientes

gque presentaban condilomas anogenitales (p-valor: 0.07).

Hay otros estudios de cohortes que estiman tasas de progresion a cancer mucho
menores a los 5 afios (1,7%) en pacientes VIH positivos con una citologia compatible
con una displasia de alto grado, con una estimacion anual de progresion de 1 por cada
263 casos (47). Otros factores de riesgo de progresion a cancer asociados son:
tabaquismo, inmunosupresion y ausencia de tratamiento de las displasias de ato
grado, este Ultimo dato iria en contradiccidén con los resultados descritos anteriormente

(41)(44)(48).

Figura 6. Representacion esquematica de la evolucién de las lesiones displasicas anales hasta

un cancer invasivo. Adaptado de Joel Palefsky.
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2.4 Diagnéstico de las displasias anales mediante anoscopia de alta resolucion.

En 1925 el Dr. Hans Hinselmann publicaba los primeros resultados sobre la utilidad
de evaluar las lesiones displasicas y neoplasicas cervicales en vivo mediante el
uso de un microscopio. Posteriormente, en el mismo afo, el patélogo austriaco
Walter Schiller observd que las lesiones cervicales displasicas y neoplasicas no
captaban el glicégeno. En ese momento propuso utilizar una solucion que
contenga yodo para delimitar mas facilmente las lesiones displasicas en los tejidos.
Mas tarde el médico francés Jean Guillaume Auguste Lugol desarrollo una solucién
yodada para poder usarla en la exploracién, el Lugol. Finalmente en 1938
Hinselmann incorporaba la solucién de Lugol y acido acético para mejorar la
sensibilidad de la exploracion con el colposcopio (49). En los afios 70 el uso del
colposcopio se posicionaba como el método de referencia para el diagndstico de
las displasias cervicales. Esta técnica podia identificar hasta el 90% de las
displasias, comparado con el 50% de lesiones identificadas en pacientes a las que
se les realizaba una biopsia cervical de forma aleatoria (50). Basados en estos
conocimientos se desarrollaron técnicas de tratamiento alternativas a las
quirurgicas, como el uso del laser, hasta llegar a la escision con asa eléctrica
empleada en la actualidad (51). Estos avances en el modo de diagnosticar y
técnicas poco agresivas de tratamiento, han tenido un impacto evidente en la
disminucién de la tasa de incidencia del cancer cervical, pasando de 36.3 por
100.000 mujeres en los afios 30 a 7.2 por 100.000 mujeres afio en los afios 90 del
siglo pasado. (52). En la actualidad, la colposcopia es el examen de referencia
para el diagnéstico y tratamiento de lesiones displasicas con el fin de prevenir el

cancer cervical(53)(54).
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Basados en las similitudes biolégicas y morfolégicas entre el cancer anal y cervical,
creemos que es posible el uso de un anoscopio de alta resolucion para explorar la
region anal con el fin de detectar lesiones displasicas de alto grado de manera
analoga a la colposcopia, técnica que ha demostrado su eficacia en la prevencion

del cancer cervical.

Podriamos definir la AAR como la exploracion de la region perianal y canal anal
con la ayuda de un anoscopio, que puede amplificar la vision de la zona explorada
entre 8 y 20 veces. El canal anal es tefiido previamente con acido acético al 5% y/o
solucion de Lugol. Tras aplicar acido acético al 5% durante dos minutos, se
procede a la exploracion de la regién perianal y canal anal, principalmente la zona
de transformacion del epitelio columnar presente en la parte terminal del recto, al
epitelio plano escamoso del canal anal, esta es la zona donde ocurre la mayoria de

las metaplasias.

Entre los requisitos que debe tener una AAR para ser satisfactoria estan: una
completa observacion del canal anal desde la zona de transformacién y parte del
borde distal del recto, el canal anal distal, la zona perianal y la zona en la que el

epitelio anal se transforma en piel (55). (Figura 7)
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Figura 7. Anatomia del canal anal (a), aspecto de la zona de transformacion visualizada en una

AAR. Adaptado de Darragh TM et al Ed (2011) y fotos realizadas por B.Revollo.

Colonic mucosa ( { Region of current SCJ
y \ (variable)

Dentate (pectinate) line
(region omgmﬂ CJ)

Anal transformation External sphincter
zone -

ical ‘
anilugﬁgl Internal sphincter
Anatomic
anal canal
Intersphincteric groove

Perianus (anal margin)
extends out from verge for 5 cm

Existen diferentes caracteristicas morfolégicas y vasculares que nos pueden sugerir la
presencia de una displasia anal de alto grado, que salvo dificultades técnicas del
procedimiento o riesgo de sangrado, tienen que ser confirmadas mediante una biopsia

antes de ser tratadas.

La aplicacion de acido acético permite delimitar las lesiones displasicas, ya que estas
toman una tincién blanca intensa que las diferencia del epitelio sano que las rodea
(tabla 2). lgualmente podemos valorar los cambios vasculares que la acompafian con
el fin de diferenciar una lesion escamosa intraepitelial de bajo o alto grado (LEIB o

LEIA).
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Tabla 2. Patrones frecuentes en la exploracion anal con anoscopio de alta resolucion.

Adaptado de Darragh TM , B.J., Jay N, Palefsky J, Ed (2011). (Darragh TM 2011)

Patrones AAR

ZTA normal

Postratamiento

LEIB

LEIA

Cancer

Patrones tipicos del epitelio escamoso en la AAR

Tincion
blanca
AA

+
translucida

+

++ a +++

+a+++

Variable

superficie

Plana

Plana

Variablemente
plana /elevada

Plana/levemente

elevada/engrosada

Irregular/elevada
/ulcerada

Margenes Vascularizacién Lugol

Borde
blanco
UEC

Indistintos

Distintos/
indistintos

Distintos/
indistintos

Mal
definidos

Ninguno

Vasos estriados

Puntuacion
serpenteada
/capilares

Puntuacion
gruesa/mosaico.
Vascularizacion
atipica / ninguna.

Vasos
friables.

ZTA madura: +

ZTA inmadura: -

Neg./parcial/pos.

Neg./parcial/pos.

Negativa

Atipicos Negativa

*AAR: anoscopio de alta resolucion. AA: acido acético. ZTA: zona de transformacion anal. LEIB: Lesion
escamosa intraepitelial de bajo grado. LEIA: Lesién escamosa intraepitelial de alto grado. UEC: unién

escamo columnar.
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Figura 8. Lesion anal plana compatible con una displasia de alto grado, tefiida moderadamente

con acido acético, punteado rugoso desestructurado, Lugol negativa. Cortesia Dr. Corral.

El uso de la AAR se esta extiendo paulatinamente, pero adn son pocos los centros que

ofrecen esta técnica a sus pacientes y de momento no hay uniformidad en las guias

para su indicacion en los distintos grupos de pacientes infectados por el VIH (56)(57).

Por ejemplo, las guias del departamento de salud del estado de Nueva York de los
Estados Unidos, recomienda realizar una citologia anal cada afio a la poblacion
infectada por el VIH que cumplan los siguientes criterios: grupos de HSH, pacientes de
cualquier orientacion sexual con antecedentes de condilomas anogenitales y mujeres
con una alteracion histoldgica cervical o vulvar relacionada con la infeccion por el VPH.
Si este grupo de pacientes presenta algun tipo de alteracion citologica, se los refiere a
una unidad de proctologia para la realizacion de una AAR, aunque hay datos que
demuestran altas tasas de displasias de alto grado en mujeres VIH que no cumplen los

criterios previamente descritos (58) .

En un esfuerzo por uniformizar y definir los parametros que garanticen una utilizacién
adecuada de la AAR, la sociedad internacional de la neoplasia anal (IANS por sus
siglas en inglés) ha creado un documento consenso en el que se definen los

parametros basicos para poder certificar la idoneidad del procedimiento. Es obligatorio
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que un profesional que realiza las anoscopias realice por lo menos 50 procedimientos
anuales, que identifique por lo menos 20 o mas casos de displasias anales de alto
grado en este mismo periodo, las citologias anales insatisfactorias tienen que ser
inferiores al 5% en la poblacion de alto riesgo y se tienen que diagnosticar una
displasia anal de alto grado mediante biopsia en mas del 90% de los pacientes que

presenten una citologia anal compatible con una displasia de alto grado (55).

La mayoria de las guias recomiendan realizar una AAR basadas en un diagnéstico de
citologia anal alterada previamente (tabla 3). Esta indicacion nace nuevamente de la

experiencia previa en el diagnéstico de displasia cervical.

El cribado de patologia cervical basado en una citologia alterada previa a la
colposcopia esta siendo empleado desde los afios 60, incluso en ausencia de
evidencia sobre el impacto positivo de esta estrategia en la disminucion de los
canceres cervicales. Con el tiempo se observaria una drastica disminucién de la tasa
de incidencia de los canceres cervicales tras la universalizacién de la citologia cervical
como estrategia de cribado (59), hecho que hace poco ético plantear en la actualidad
un ensayo clinico aleatorizado con el fin de demostrar el papel protector de las

citologias cervicales.

Basados en la experiencia del cancer cervical, es previsible que la citologia anal y la
AAR sean una herramienta de utilidad para disminuir el carcinoma escamo celular anal
invasivo (CECAI). Hay datos que demuestran que esta estrategia de cribado es coste-
eficaz para reducir la incidencia de las lesiones displasicas de alto grado y canceres

invasivos en la poblacién con alto riesgo (60), ademas de ser sencilla de implementar.
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El valor predictivo positivo (VPP) de esta estrategia para el diagndstico de cualquier
grado de displasia es de 95.7 %, aunque con un porcentaje bastante bajo para

detectar las displasias de alto grado, con un VPP del 55.9 % (61).

Datos extraidos de otras cohortes estiman una sensibilidad y especificidad de la
citologia anal del 84% y 39 % respectivamente, para detectar las displasias de alto
grado. Si ademas usamos la deteccion de VPH en las citologias, se puede llegar
hasta un 100% de sensibilidad para la deteccion de displasias anales de alto grado,

pero con una especificidad del16% (62).

Hay autores que sugieren la realizacion directa de AAR, sin basarse en una citologia
patolégica, es la estrategia mas coste-eficaz para detectar las displasias anales de
alto grado (AIN2-3) (63), Estos resultados se basan en una cohorte de HSH infectados

por el VIH, sin tener en cuenta el resto de la poblacion (mujeres y HSM).

En cuanto a las lesiones histolégicas, estas se clasifican en distintos grados de
neoplasia intraepitelial anal (acrénimo en inglés AIN), aunque se puede usar la
clasificacion de Richart (AIN I/1l/lIl) actualmente se prefiere el término de carcinoma
escamo celular anal superficialmente invasivo (acrénimo en inglés SISCCA) para
referirse a las lesiones histologicas anales en general. EI SISCCA tiene que tener
algunas caracteristicas: < 3 mm de invasion en el estroma y una superficie maxima
horizontal de < 7 mm(64). La tabla 3 resumen las clasificaciones de las lesiones

citologicas e histologicas.

Se han desarrollado igualmente otras herramientas para mejorar el diagnéstico de las

lesiones de alto grado, entre ellas las técnicas de inmunohistoquimica con el marcador

P16, que puede ayudar a aclarar el diagndstico de una displasia de alto grado en caso
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de existir dudas a la evaluacion de la biopsia con la tincion de hematoxilina y eosina

sola(65).
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Tabla 3. Clasificacion de las citologias anales segun Bethesda. Clasificacion de la severidad de
la neoplasia intraepitelial en las biopsias. Adaptado de https://www.hivguidelines.org/hiv-

care/anal-dysplasia-cancer/.

Clasificacién citologica e histolégica de la displasia anal.

Clasificacién de las citologias anales segun Bethesda (2014)

ASC-US (Atypical  squamous | Atipia celular escamosa de significado

cells of undetermined significance) incierto

ASC-H (Atypical squamous cells, high- | Atipia celular escamosa, sin poder

grade squamous intraepithelial lesion | descartar una lesibn escamosa

(HSIL) cannot be excluded) intraepitelial de alto grado.

LSIL  (Low-grade squamous | Lesién escamosa intraepitelial de bajo
intraepithelial lesion) grado.

HSIL  (High-grade squamous | Lesién escamosa intraepitelial de alto
intraepithelial lesion) grado.

Cancer

Neoplasia intraepitelial anal: AIN (ing. Anal Intraepithelial neoplasia)

AIN | (Low-grade anal | Neoplasia intraepitelial anal de bajo
intraepithelial neoplasia) grado.
AIN Il (Moderate-grade anal | Neoplasia intraepitelial anal de bajo

intraepithelial neoplasia; may be a | o alto grado.

low-grade or high-grade lesion)

AIN Il (High-grade anal | Neoplasia intraepitelial anal de alto
intraepithelial neoplasia) grado.
CIS Carcinoma in situ
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2.5 Tratamiento de la displasia anal mediante coagulacién mediante la aplicacion
de rayos infrarrojos.

El tratamiento de la displasia anal (AIN) es probablemente la mejor estrategia para
prevenir el CECAI. Existen distintas estrategias ablativas de lesiones localizadas,
entre ellas la terapia con laser, crioterapia, electrocauterio, coagulacion con
infrarrojos (IRC del inglés Infrared Coagulation), escisién quirargica y agentes

tépicos como por ejemplo el 4cido tricloroacético (66)(67)(68)(69)(70).

La base del tratamiento es poder eliminar las lesiones displasicas de forma eficaz
con una técnica minimamente invasiva. El tratamiento de las lesiones anales
mediante la utilizaciéon de IRC (figura 9) fue introducida en los afios 90, aunque la
técnica ya se conocia desde finales de los 70 del siglo anterior. Esta técnica ha
demostrado ser sencilla y efectiva para tratar las displasias de alto grado anal, el
procedimiento requiere administracion de anestesia local con minimos efectos
secundarios (71)(72). El tratamiento con IRC ha demostrado ser eficaz para tratar
las displasias anales, con tasas de curacion de las displasias de alto grado del
62%, comparados con un seguimiento sin ningun tipo de intervencion (30%). Los
efectos adversos mas comunes tras el tratamiento son; el dolor y sangrado anal
leve 0 moderado. No se han descrito eventos adversos serios relacionados con el

tratamiento (73).

Si bien la eficacia del tratamiento con IRC estd demostrada, es necesario
determinar la tasa de recurrencia tras el tratamiento con esta técnica. Hay datos
gue estiman tasas de recurrencia al afio de tratamiento del 61% en los pacientes
HSH VIH-positivos, comparado con un 38% en los pacientes VIH-negativos. Estos
porcentajes disminuyen al 49 y 38% tras un segundo tratamiento en ambos grupos
respectivamente. Se han observado tasas altas de curacion (67 y 80%

respectivamente) tras un primer tratamiento en los pacientes con una lesion Unica
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(74). Datos propios de la cohorte de pacientes seguidos en nuestra unidad,
objetivan tasas de recurrencia mucho menores, 16% a los 30 meses de

seguimiento [media (rango) tiempo recurrencia (18-43) meses] (75).

Existen pocos datos sobre la eficacia de otras técnicas de tratamiento menos
invasivas, técnicas que podrian ser usadas en pacientes que no pueden
beneficiarse de un tratamiento con IRC, como es el caso de los pacientes que
presentan multiples lesiones o que tengan un riesgo de sangrado importante, como
por ejemplo el tratamiento de una lesibn sobre un paquete hemorroidal. La
aplicacion de &cido tricloroacético (TCA) puede ser una alternativa para estos
casos, tasas de remision de las displasias anales pueden ser de hasta el 78,6%
(76). Si bien estos datos podrian abrir la posibilidad a utilizar el TCA de forma
sistemética en el tratamiento de las displasias anales, los datos con los que
disponemos salen de cohortes con pocos pacientes y no hay ensayos clinicos
aleatorizados que comparen esta estrategia con las otras técnicas usadas mas

frecuentemente.

Figura 9. Displasia anal de alto grado confirmada por biopsia, tratamiento con rayos infrarrojos.

Cortesia Dr. Corral.
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2.6 Cancer anal, el papel del virus del papiloma humano en la oncogénesis.

El papel oncogénico de los distintos tipos del VPH ha sido demostrado en la
fisiopatologia de distintos tipos de tumores. A finales de los afios 70 se demostraba
la relacion entre la infeccién por los tipos VPH 5 y 8 con la Epidermodysplasia
verruciformis. Los pacientes con esta rara enfermedad rara hereditaria tienen una
especial dificultad para aclarar este tipo de beta VPH. Es por ello que desarrollan
lesiones dérmicas con un alto potencial oncogénico, especialmente en zonas

corporales expuestas al sol (77),(78).

Los beta VPH también juegan un rol importante en la génesis de otros tipos de
cancer de piel no melanociticos, principalmente en los pacientes que tienen
alguna enfermedad que afecte la inmunidad celular, como por el ejemplo los

paciente con tratamiento inmunosupresor por trasplante de drganos (79),(80).

Dentro de los distintos géneros, los alfa VPH de alto riego oncogénico son los que
mayor importancia clinica tienen, actualmente se estima que estos HPV son los
causantes del 5.2% de todos los canceres en los seres humanos, entre ellos, el
cancer de cuello uterino, que es el cuarto tipo de cancer relacionado con una
infeccibn mas frecuente en la poblacién general, hasta en el 70% de estos

canceres son causados por VPH-16 y VPH-18 (81),(82).
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Hasta en el 95.7% de los canceres anales se ha demostrado una infeccién de por lo
menos uno de los distintos tipos oncogénicos del VPH, siendo los tipos 16 y 18 los
que mayoritariamente estaban presentes en estos tumores (83). En los Estados
Unidos de Norteamérica se ha estimado una tasa de incidencia de cancer asociados al
VPH del 12.2 por 100.00 habitantes-afio, el cancer anal fue el tercer cancer (6000
pacientes) en importancia dentro de estos tumores (84). Este cancer es poco frecuente
en la poblacion general, con una tasa de incidencia de <2 casos por 100.000
habitantes-afio (85), con tasas de incidencia mucho mas altas en determinados grupos
de pacientes, como por ejemplo los HSH no infectados por el VIH, con 35 casos por

100.000 habitantes-afo.

Al contrario de la poblacion en general, los pacientes infectados por el VIH tienen
tasas de incidencia de cancer anal que pueden llegar a ser hasta 100 veces superiores
respecto a la poblacién general: 131 [(95% CI): 109-157] por 100.000 personas-afio.
Dentro la poblacién infectada por el VIH, igualmente las mujeres y los HSM pueden
llegar a tener tasas de hasta 30 (IC 95%:17-50) y 46 (IC 95%:25—-77) por 100.000

personas-afo, respectivamente (86).

A pesar de estas tasas de incidencia tan altas, actualmente no existe un consenso en
cuanto una estrategia uniforme de cribado y tratamiento de las lesiones displasicas
(87). Este hecho es llamativo, ya que el impacto de esta enfermedad en la poblacién
infectada por el VIH (50,7 por 100.000 personas-aiio) (88) es tan importante como
otros tipos de cancer de la poblacion no infectada, para la que si existen un consenso
en los programas de cribado, como por ejemplo el cancer de mama (43.1 por 100.000

personas-afo)(89).
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HIPOTESIS.

Hipotesis principal:
El cribado y tratamiento ablativo de la displasia anal de alto grado mediante citologias
anales y anoscopia de alta resolucién, es una estrategia eficaz para prevenir el cancer

anal invasivo.

Hipodtesis secundarias:
A. Los hombres VIH positivos que tienen sexo con hombres, tienen mayor tasa de
incidencia de cancer anal invasivo que los hombres infectados por el VIH que

tienen sexo con mujeres.

B. Las mujeres VIH-positivas tienen una tasa de incidencia de céancer anal
invasivo similar a los hombres infectados por el VIH que tienen sexo con

mujeres.

C. La infeccion por el virus del papiloma humano y el no estar en tratamiento
antirretroviral son factores predictivos que favorecen el desarrollo (incidencia)
de una displasia anal en hombres VIH-positivos con una citologia anal normal

de base.
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OBJETIVOS.

Objetivo principal:

Determinar la efectividad de un programa de cribado de cancer anal, basado en
citologia anal, anoscopias de alta resolucién en paciente VIH positivos y tratamiento
ablativo de la displasia anal de alto grado, mediante la incidencia de cancer anal

invasivo.

Objetivos secundarios:

A. Estimar la incidencia de cancer anal invasivo en pacientes VIH-positivos (HSH,

HSM y mujeres).

B. Analizar los factores predictivos independientes que se asocian con el desarrollo

(incidencia) de una displasia anal en pacientes VIH-positivos varones.
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MATERIAL Y METODOS.

50



ARTICULOS PUBLICADOS

51



Articulo 1:
Routine Screening of Anal Cytology in Persons With Human Immunodeficiency
Virus and the Impact on Invasive Anal Cancer: A Prospective Cohort Study.

Clinical Infectious Diseases. Accepted 24 August 2019. In press.

Boris Revollo, Sebastian Videla, Josep M. Llibre, Roger Paredes, Marta Pifol,
Francesc Garcia-Cuyas, Arelly Ornelas, Jordi Puig, David Parés, Javier Corral,

Bonaventura Clotet, and Guillem Sirera.

Factor de impacto: 9.055

52



“Cribado Rutinario con Citologia Anal en Personas con el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana y el Impacto en el Cancer anal Invasivo: Estudio de

una Cohorte Prospectiva”

Antecedentes: La eficacia de los programas de cribado para prevenir el cancer anal
en las personas infectadas por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH-1) no
esté establecido.

Métodos: Con el objetivo de determinar el impacto del programa de cribado en la
deteccién de los precursores del cancer anal, se ha estimado la incidencia de
carcinoma escamo-celular anal invasivo (CECAI) en personas con infeccion por el
VIH-1. Realizamos un estudio unicéntrico y un andlisis retrospectivo, de una cohorte
prospectiva de pacientes infectados por el VIH-1 que siguen controles ambulatorios en
una unidad de VIH de referencia, desde enero de 2005 en adelante. Todos los
pacientes de esta unidad de VIH fueron invitados a participar en un programa de
cribado continuo y estructurado de prevenciéon del cancer anal. Se estimo la incidencia
del CECAI y se hizo un analisis comparativo entre los sujetos que participaban en el
programa de cribado (grupo de cribado) y aquellos que declinaron su participacion en
este programa (grupo de no cribado). Para reducir cualquier sesgo de seleccion,

aplicamos un analisis de “propensity score”.

Resultados: Incluimos 3111 personas infectadas por el VIH-1 (1596 hombres que
tienen sexo con hombres [HSH], 888 hombres que tienen sexo con mujeres [HSM],
627 mujeres, edad media de 41 afos), con una mediana de seguimiento de 4.7 afos
(14.595 pacientes-afio de seguimiento); 1691 (54%) participaron en el programa de
cribado. Diez pacientes fueron diagnosticados de un CECAI: 2 (HSH) en el grupo de
cribado y 8 (4 HSH, 2HSM y dos mujeres) en el grupo de no cribado. Las tasas de
incidencia del CECAI fueron de 21.9 (intervalo de confianza [IC] del 95%, 2.7-70.3) y
107.0 (IC 95%, 46.2—202.0) por 100 000 personas-afio, respectivamente. Luego de
ajustar los resultados por un “propensity score”, se encontré una diferencia significativa
a favor del grupo de cribado (Hazard Ratio, 0.17; IC 95%, 0.03-0.86).

Conclusiones: El nimero de casos de CECAI fue significativamente bajo en las
personas infectadas por el VIH que siguieron controles en el programa de cribado
basado en citologias anales, anoscopia y tratamiento ablativo. Estos resultados tienen

que ser validados en ensayos clinicos aleatorizados.
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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, 0.03-0.86).

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.
illoma virus.

HIV-infected subjects; anal cancer; anal screening program; anal cytology; high-resolution anoscopy; human pap-

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 218 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 ¢m 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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Figure 1.  Flow chart of the screening program for anal cancer prevention in people
neoplasia; ASCUS, atypical cells of unk ignifi ; HSIL, high-grade

with human immunodeficiency virus infection. Abbreviations: AIN, anal i ithelial
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.

Incid: of I Anal § cell C:
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

CDA FIRST VISIT MISSING n=92

VIRAL LOAD FIRST VISIT MISSING n=18

POPULATION INCLUDED IN THE ANALYSIS n=3111

Vv

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 Ch

of the Study Populati

Enrolled in the Not Enrolled in

Screening the Screening
Program Program
Baseline Characteristics (n = 1691) (n = 1420) P
Mean (SD) age, years 415(9.7) 416 (8.9) 366
Gender, n (%)
Women 339(20.1) 288 (20.3) 507
MsSwW 257 (15.2) 631 (44.4) <.001
MSM 1095 (64,8) 501 (35.3) <.001
Median (IQR) time of 79(0.9-16.1) 101 134
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 celis/uL, n (%) 611 (36) 728 (61) <.001
HIV-1 plasma RNA: <50 copies/mL, 1020 (60) 656 (46) <.001

n (%)

HIV, human imm virus; IQR, interquartile range.

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).

of Invasive Anal S
Invasive anal squamous-cell carcinoma was diagnosed in a total

e

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,
0.03-0.4%) for the screening group and 0.6% (95% CI, 0.3-
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 IASCC 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 sig-
nificant protective effect of being enrolled in the screening pro-
gram (HR, 0.20; 95% CI, 0.04-0.97). In other words, not being
enrolled in the screening program was a risk factor for IASCC
development (HR, 4.84; 95% CI, 1.03-22.82). The only risk
factor associated 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 esti-
mate the probability of being enrolled or not in the screening
program. Propensity score means were 0.70 (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 propensity 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, 0.03-0.86).

In the screening group, the cumulative incidence of
TASCC in MSM was 0.2% (2 out of 1095; 95% CI, 0.1-0.7%),
with no cases among MSW (0%; 0 out of 257; 95% CI,
0.0-1.5%) 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 in-
cidence of IASCC was 0.8% in MSM (4 out of 501; 95% CI,
0.3-2.0%), 0.3% in MSW (2 out of 631; 95% CI, 0.1-1.2%),
and 0.7% in women (2 out of 288; 95% CI, 0.2-2.5%). 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 [ASCC 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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Figure 3.

NON-EVALUABLE NORMAL ASCUS LSIL HSIL
n=211(100) n=965 (447) n=264 (122) n=599 (27%) n=164 (70
PATIENTS WHO DEVELOP AN ABNORMAL
CYTOLOGY DURING THE FOLLOW-UP
n=281(222)
ASCUS W02
LSIL 151 (56%)
HSIL 49070
NORMAL 12 (&%)
NON-EVALUABLE 35 (122)* HIGH-RESOLUTION ANOSCOPY n=1288
} !
NON-VISUALIZED VISUALIZED CONDYLOMATA
LESIONS LESIONS
n=235 (162) n=792 (620 n=260 (202
'
NO BIOPSY BlOPSY
n=48 (67) n=744 (91%)
PATIENT REFUSAL  15(31%) NORMAL 126 (177)
ASA 12(25%) AIN-1 452 (617)
HEMORRHOID 1n@m AIN-2 104 (162)
ANTIAGGREGANT 50100 AIN-3 37(50)
ANTICOAGULANT  5(107%) NON-EVALUABLE 26 (37)

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, ; ASCUS, atypical squamous cells of unknown significance; HSIL, high-grade squamous
intraepithelial lesion; LSIL, low-grade squamous intraepithelial lesion

of IASCC, 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

Cytalogy, n (%)
n (%) Normal ASCUS LSIL HSIL Unsatisfactory
Women 514 (23) 280 (54) 61 012) 81(16) 377 55 (1)
MSW 369 (17) 218 (59) 4713} 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 squamous 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/uL. 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 IJASCC 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
nonetheless developed an IASCC. In both cases, the carcinoma
was characterized by a fast, aggressive evolution. The 2 patients
shared various characteristics, including hemorrhoids at explo-
ration, CD4 nadir of less than 200 cells/uL, normal anal basal
cytology, and persistent infection by multiple high-risk HPV
including genotype 16; and both received regular follow-up
examinations in the proctology 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 ab-
normal 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 pos-
sible lesions and, if a lesion is observed, it should be treated with
trichloroacetic acid or major ambulatory surgery, with a partic-
ularly close subsequent follow-up.

Our study is subject to several limitations. The sample size
of our cohort was relatively small and subjects were not ran-
domly assigned to the screening strategy. Subjects who decided
to refuse the screening program had baseline characteristics
that entailed a higher risk of IASCC 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 introduced 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 IASCC is the time from known
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HIV-1 infection (which was similar between groups) and a Cox
regression to compare HRs between groups adjusted for pro-
pensity score would appropriately correct the impact of these
baseline variables into the model. It must be noted that propen-
sity 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

PP y materials are 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,
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Resumen:

La historia natural del desarrollo de las lesiones escamosas intraepiteliales (LEI) en el
canal anal de los hombres infectados por el VIH no estd del todo comprendida.
Evaluamos la incidencia de las LElI y cancer escamoso del canal anal invasivo
(CECAI) vy los factores asociados con ellos. Basado en la cohorte CARH-MEN: cohorte
prospectiva unicéntrica de hombres infectados por el VIH (hombres que tienen sexo
con hombres [HSH] y hombres que tienen sexo con mujeres [HSM]). Estimamos la
incidencia de LEI en el canal anal (bajo y alto grado) y CECAI y analizamos los
factores predictivos. La poblacion estudiada comprendié 297 hombres infectados por
el VIH con una citologia anal basal normal y sin ninguna enfermedad anal relacionada
con el virus del papiloma humano (VPH). De todos los pacientes incluidos, 251 (85%)
tenia al menos una citologia evaluable durante el seguimiento (172 HSH, 79 HSM). La
mediana de tiempo de seguimiento fue de 4 afios. La incidencia acumulada de las LEI
fue del 43% (107/251): 52% en HSH (90/172), 22% en HSM (17/79), p<0.0001. La
tasa de incidencia de LEI fue 109 (IC 95%:90-132) por 1000 personas-afio: 142 en
HSH y 49 en HSM, p<0.0001. Estar infectado por el VPH, recibir tratamiento
antirretroviral (TAR) y ser HSH fueron factores de riesgo independientes. La incidencia
de CECAI fue 0.15 por 1000 personas-afio en los HSH y 0 en HSM. Los hombres
infectados por el VIH HSH y HSM son personas con alto riesgo de desarrollar una LEI
a pesar de tener una citologia anal basal negativa. La incidencia de LEI en canal anal
fue mayor en los HSH, pero también fue remarcable en los HSM. Los factores
predictivos independientes de riesgo asociados con LEI, fueron ser un HSH infectado
por el VIH con riesgo de adquirir alguna enfermedad de transmisién sexual, el tiempo
de TAR e infeccién por el VPH.
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ABSTRACT

The natural history of squamous intraepithelial lesions (SIL) in the anal canal of
HIV-infected men is incompletely 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 HPV-related diseases. Of these, 251 (85%) had at least 1 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), 22% in MSW (17/79), p<0.0001. The incidence rate of SIL was 109
(95%CI:90-132) per 1000 person-years: 142 in MSM and 49 in MSW, p<0.0001.
HPV infection, receiving antiretroviral treatment and being MSM were independently
associated risk factors. The incidence of IASCC was 0,15 per 1,000 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 antiretroviral treatment and HPV infection.

Keywords: Anal canal; Squamous intraepithelial lesions; SIL; Human

papillomavirus infection; HIV-infected men.
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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). 12 Co-infection with oncogenic viruses, namely human
papillomavirus (HPV) increases the risk of developing IASCC. 3-5 HPV-16 and HPV-
18 are the most common oncogenic strains implicated in the development of
IASCC. & Anal and cervical cancers have the same etiology and arise at squamo-
columnar junction. Squamous intraepithelial lesions (SIL) of the anal canal are
potential precursors to IASCC. 7® IASCC 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. °

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, the majority of IASCC are caused by oncogenic
strains of HPV, 191t 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. Universal 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 strategies are
based on expert consensus recommendations and prospective cohort data. 12-14.15
However, few studies have examined the incidence of anal cancer lesions in
heterosexual HIV-infected men. 617

We published data on the incidence of SIL (low-grade SIL [L-SIL] and high-grade
[H-SIL]) of the anal canal among HIV-infected men (MSM and men who have sex
with women [MSW]) with normal cytology at baseline, with a median follow-up of 4
(2-5.5) years. 18 We have now assessed the risk factors associated with SIL
development in both MSM and MSW, and extended the follow-up period to analyze

the incidence of IASCC as well.
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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 Hospital Germans Trias i Pujol (Badalona, Spain) we
screened annually for HPV infection and for HPV-related conditions of the anus,
penis, and mouth. -2t 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 legislation on
the protection of personal data (LOPD 15/1999).

The patients included in this cohort had to fulfill the following 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, 2t natural history of type-specific HPV infection, 2°

and type-specific HPV infection 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 to 45 seconds.
Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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The cytobrush was introduced into 20 mL of PreservCyt/ThinPrep Pap test solution
(Cytyc Iberia SL, Barcelona, Spain) and shaken for 30 seconds. 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 2 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 1 or more HPV types were detected in a sample. ART included at
least 2 nucleoside reverse transcriptase inhibitors 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 descriptive analysis was carried out (differences

between groups: MSM and MSW).

All patients with at least 1 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
Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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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

ONOWUVhA WN =

(HR) for a diagnosis of SIL and their corresponding 95% CI were estimated.

10 Data were analyzed using SPSS version 15.0 (SSPS Inc., Chicago, Illinois, USA), R:
12 A language and environment for statistical computing (R Foundation for Statistical
14 Computing, Vienna, Austria, http://www.R-project.org/) and StatXact-8 (Cytel,

16 Cambridge, Massachusetts, USA).
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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 (186), had
been treated in the past for anal condylomata (93), or had condylomata at baseline
(157). 22 The baseline characteristics of the 297 HIV-infected men included (192
MSM and 105 MSW) are shown 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.

HPV 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, 26/105 [25%] MSW) were not included in the analysis of anal canal SIL: 25
patients had non-evaluable anal canal cytology results during follow-up or their
cytology result could not be rechecked, 19 patients dropped out, and 2 died before

attending a follow-up control for reasons unrelated to HPV infection.

Therefore, 251 out of 297 (85%) HIV-infected men had at least 1 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%] out of 172 MSM, 57 [72.2%] out of 79

MSW). Of these, 60/128 (47%) presented a detectable HPV infection at baseline.
Mary Ann Liebert, Inc.,, 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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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% (15/251, 95%CI: 3-10): 8% in MSM (14/172) and 1% in MSW (1/79),
p=0.0650. Consequently, the cumulative 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 shows the cumulative incidence of
SIL and IASCC grouped by detectable or non-detectable HPV infection and by
detectable or non-detectable 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%CI: 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 ten-year follow-up IASCC was diagnosed in two subjects. Table 3
shows the characteristics of these two patients. Both were MSM, infected by high-

risk HPV and had nadir CD4+ counts of 17 and 137 cells/pL.

Predictive factors

Table 4 shows the predictive factors associated with anal canal SIL in the crude
(univariate) and adjusted (multivariate) analysis. In the whole population of HIV-
infected men (including MSM and MSW), the independent protective adjusted factor
was being on ART before inclusion. The independent 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 incidence of anal canal SIL in both populations. In
addition, in MSW, being on ART before inclusion was also an independent protective

factor and greater time (years) of HIV infection increased the risk.
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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 vs. one 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 and 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 LSIL and a normal HRA four
years previously, and the other had cytology results showing ASCUS and a normal
HRA six years previously. The time to progression to IASCC was short. The first one
had a LSIL and developed an IASCC two years later. The second patient had an
ASCUS and developed an IASCC one year later. In both cases, the IASCC was
diagnosed after surgical treatment for haemorrhoids. 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
diseases 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). Indeed, in this cohort of MSM the anal canal was the site with the

highest prevalence of HPV infection (vs. mouth and penis). 1° This prevalence was
Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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higher than cervical HPV infection in HIV-infected women as well in our main
cohort. 20 The prevalence of anal HPV infection in our cohort was 61%, and the
most common HPV type detected in basal normal cytology samples was HPV16
(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 prior
meta-analysis identified an incidence of anal SIL in HIV-infected MSW of 30%. 23
Interestingly, the incidence of anal SIL was similar in HIV-negative MSW (33%), an
unexpected finding considering the potential association generally reported between
HIV and HPV infections. 23.2¢ The authors attribute this apparent discrepancy to a
bias of selection among HIV-negative MSW, recruiting mainly those with HPV-
related condylomata 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 having 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 considerable (30%), most of them with high-risk oncogenic HPV

(mainly HPV16).

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

Sexual preference and HIV infection are independent and similarly strong
determinants of male anal HPV16 infection. 23 All these incidence rates of HPV and
SIL suggest that sexual behavior predisposes to an increased risk of HPV acquisition
and the immunosuppressive effects of HIV infection might play thereafter a crucial
role in delaying HPV clearance and favoring the persistence of HPV infection in the

anal canal.
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Data on the role of ART in HPV infection and associated diseases are contradictory.
224,25 This apparent discrepancy probably relies in the impact of ART on the time
with suppressed HIV viremia and severe immune suppression, when HPV-induce
changes can progress, but not really on receiving or not 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, 2627 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 incidence 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. 28 The high incidence 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 persistent immune

suppression as well.

Cervical female cytology is an excellent diagnostic technique that has led to a
dramatic reduction in mortality related to cervical cancer. 2° 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. 228 While 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.
14

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
Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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results on the natural history of anal cancer precursor lesions. Since 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 inter-observer bias despite good
training, with the result that incident lesions could go undetected and
underdiagnosed. 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 incidence of anal canal SIL was higher among MSM, the incidence in
MSW was also remarkable. HPV and high-risk HPV infection and receiving ART are
factors that impact SIL incidence in both MSM and MSW. Therefore, careful
inspection of the anal canal (including a digital rectal examination and cytology)
should become part of the clinical routine for all HIV-infected men, independently of

their sexual orientation.
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Table 1. Baseline characteristics of the cohort of HIV-infected men with normal

anal canal cytology and no background of HPV-related diseases.

Page 14 of 40

Total Men who have sex Men who have sex
Characteristic population with men with women p value
N=297 N=192 (65%) N=105 (35%)
Age (median) 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
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
Undetectable: <50 HIV RNA copies/mL of 203 (70) 125 (66) 78 (77) 0.104
plasma, n (%)
CD4+ cell count/pL at baseline (median) 516 (376 - 700) 531 (401 - 708) 480 (263 - 675) 0.015
<200 cells/pL, n (%) 15(5) 6 (3) 9(9)
200-500 cells/uL, n (%) 114 (40) 67 (36) 47 (46)
>500 cells/pL, n (%) 158 (55) 112 (61) 46 (45)
CD4+ nadir (cells/pL, median) 256 (120 - 355) 294 (188 - 377) 146 (59 - 291) <0.001
<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)
ART before inclusion (yes), n (%) 248 (84) 150 (78) 98 (93) 0.001
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 5 (2) 4(3) 1(1)
Past 54 (22) 3(2) 51 (51)
Number of lifetime sexual partners, n (%) <0.001
0-1 partners 11 (6) 2(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 ---

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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Table 2. Cumulative incidence of squamous intraepithelial lesions by detectable or

non-detectable HPV infection and high-risk HPV infection of the anal canal.

Detectable  Non-detectable Detectable Non-detectable
HPV HPV high-risk HPV high-risk HPV

O NOUNA W N =

1 Total population (n=251%)

14 n 88/156 19/88 77137 1119
15 (%) (56.4) (21.6) (56.2) (57.9)

18 RR (95% CI) 4.70 (2.58 - 8.55) 0.93 (0.35 - 2.47)

21 IASCC 2 0 2 0

24 Men who have sex with men (n=172)

n 77132 13/36 68/118 9/14
(%) (58.3) (36.1) (57.6) (64.3)

30 RR (95% ClI) 247 (1.56 - 5.31) 0.76 (0.24 - 2.39)

33 IASCC 2 0 2 0

Men who have sex with women (n=79)

n 11/24 6/52 9/19 2/5
40 (%) (45.8) (11.5) (47.4) (40.0)

43 RR (95% CI) 6.49 (2.01 - 20.9) 1.35 (0.18 - 10.0)

46 IASCC 0 0 0 0

49 *HPV information of 7 HIV-infected men (4 MSM, 3 MSW) was not included in the
50 analysis

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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Table 3. Characteristics of HIV-1-infected patients participating in the study who

were diagnhosed with invasive anal squamous cell carcinoma (IASCC).

Age at IASCC (years old)
Symptoms at IASCC diagnosis

Length of follow-up in the cohort at cancer diagnosis (years)
TNM stage
Sexual practice

Time with HIV (years)
CD4+ nadir, cells/pL
CD4+ at IASCC, cells/pL
HIV-RNA at IASCC (copies/mL)
Anal cytologies performed, n *
Worst cytological diagnosis
HPV genotypes

at cytology sample

at biopsy sample
Life status, final

48

Hemorrhoids,
anal pain
8.1
T1-2NxMO
MSM

24

17

317

84

9

LSIL

16, 33, 39
Not done
Alive

50
Anorectal mass

4.5
T2N1MO
MSM

27

137
806
<40

4
ASCUS

16, 59
Not done
Alive

Mary Ann Liebert, Inc., 140 Huguenot Street, New Rochelle, NY 10801
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1
2 Table 4. Factors associated with the incidence of SIL (low-grade and high-grade) of
3
4 the anal canal in HIV-infected men with normal cytology findings at baseline
5
6 and no background of HPV-related diseases.
7
8 Factors analysed Crude? Adjusted®
9 Incidence HR (95%CI) p value | HR (95%CI) p value
10
:; Total population (n=251)
13 HIV viral load at baseline 1.00 (1.00-1.00)  0.033 NS
14 Time with HIV infection (years) 0.96 (0.93-0.99)  0.009 NS
15 Age 0.98 (0.96-0.99)  0.027 NS
16 MSM (yes) 2.91 (1.73-4.90) <0.001 | 2.03(1.17-3.53)  0.012
17 ART before inclusion (yes) 0.44 (0.28-0.69) <0.001 | 0.58 (0.37-0.92) 0.022
18 Anal canal HPV infection (yes) 3.22 (1.96-5.30) <0.001 | 2.46 (1.45-4.15) <0.001
19 Intravenous drug use (yes) 0.40 (0.20-0.80)  0.009 NS
g? History of receptive anal intercourse | 1.69 (0.98-2.90) 0.058 NS
22
;2 Men who have sex with men (n=172)
;Z HIV viral load at baseline 1.00 (0.99-1.00)  0.105 NS
99 Time of known HIV (years) 0.96 (0.93-0.99) 0.035 NS
- Age 0.99 (0.97-1.01)  0.205 NS
29 ART before inclusion (yes) 0.57 (0.35-0.92) 0.021 NS
30 Anal canal HPV infection (yes) 2.15(1.19-3.87) 0.011 | 2.64 (1.20-5.84) 0.016
53 Intravenous drug use (yes) 0.22 (0.03-1.60) 0.135 NS
;; Men who have sex with women (n=79)
o HIV viral load at baseline 1.00 (0.99-1.00) _ 0.100 NS
36 Time with HIV infection (years) 1.09 (0.99-1.19) 0.071 1.11 (1.01-1.22)  0.040
57 Age 0.95 (0.87-1.03)  0.205 NS
38 ART before inclusion (yes) 0.26 (0.05-1.21) 0.085 | 0.09 (0.01-0.61) 0.014
39 Anal canal HPV infection (yes) 4.33 (1.50-12.51) 0.007 | 3.41 (1.16-10.05) 0.026
40 20nly variables with p<0.35 in the crude analysis are shown in the table.
41 5The final model of multivariate analyses (stepwise) was adjusted for the following
4 predictors: detectable HPV infection, sexual orientation (MSM or MSW), and CD4+
43 at baseline.
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
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Entre el 1 de enero de 2005 y el 31 de diciembre de 2016, un total de 3111 pacientes
infectados por el VIH (1596 HSH, 888 HSM y 627 mujeres) fueron incluidos en el
presente estudio. De ellos, 1691 (54%) seguian controles regulares en el programa de
cribado de patologia anal en la unidad de VIH del Hospital Germans Trias i Pujol (1095
HSH, 257 HSM y 339 mujeres). La mediana de duracion de seguimiento de los
pacientes del grupo de cribado fue de 4.6 afios y 4.8 afios en el grupo de no cribado.
En total, el estudio analizé 7779 y 6816 pacientes / afio de seguimiento, en ambos

grupos respectivamente.

A destacar que 492 (16%) sujetos adicionales iniciaron controles en el grupo de
cribado, pero no siguieron controles regulares en la unidad de proctologia, por lo que
fueron excluidos de este grupo. En total 1420 participantes (501 HSH, 631 HSM y 288

mujeres) fueron incluidos en el grupo de no cribado.

Existieron diferencias significativas entre los pacientes incluidos en ambos grupos, a
destacar mayor numero de HSH en el grupo de cribado y peor estado inmunolégico
(mediana y nadir CD4) en los pacientes del grupo de no cribado, asi como un menor

porcentaje de pacientes con una CV-VIH <50 copias/mL en este Ultimo grupo.

Un total de 965 (44%) sujetos tenian una citologia anal normal y 144 (7%) tenian una
displasia de alto grado. Durante el seguimiento, 49 (17%) sujetos desarrollaron una
displasia de alto grado, 151 (54%) una displasia de bajo grado y 34 (12%) una
citologia compatible con una atipia de ceélulas escamosas de significado
indeterminado. Realizamos un total de 1288 AAR y obtuvimos 744 biopsias, con 104

casos de AIN-2 y 37 de AIN-3.

Hubo una prevalencia mas alta de sujetos con una citologia anal compatible con una
displasia de bajo grado en HSH, comparada con los HSM o mujeres (37% vs 12% y
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16%, respectivamente, p-valor: <0.001).

Diez pacientes fueron diagnosticados de un CECAI durante los doce afios de
seguimiento del estudio, de los cuales dos (ambos HSH) habian participado en el
programa de deteccién y ocho (4 HSH, 2 HSM y 2 mujeres) no habian participado en
este programa. Todos los pacientes diagnosticados con un CECAI tenian un recuento
nadir de linfocitos TCD4 + inferior a 150 células/uL. Sin embargo, en el momento del

diagndéstico CECAI, la mitad de ellos tenia un recuento de CD4 =350 células/pL.

La incidencia acumulada de CECAI fue de 0.1% (IC 95%: 0.03-0.4%) para el grupo de
cribado y 0.6% para el grupo no cribado (IC 95%: 0.3-1.1%), p-valor: 0.051. La tasa de
incidencia de CECAI fue menor en el grupo de cribado [21.9 (IC 95%: 2.7-70.3) por
100.000 personas / afio] en relacién con el grupo no cribado (107.0; IC 95%: 46.2-
202.0), p-valor: 0.027. ElI modelo de regresién de Cox mostré un efecto protector
estadisticamente significativo al hecho de estar inscrito en el programa de cribado, HR:
0.20 (1C95%: 0,04 a 0,97). En otras palabras, no estar inscrito en el programa de
deteccion fue un factor de riesgo para el desarrollo de CECAI, HR: 4.84 (IC 95%: 1.03
a 22.82). El unico factor de riesgo asociado con CECAI en el analisis multivariante fue
"tiempo de infecciébn por VIH conocida”, HR: 1.14 (IC 95%: 1.02 a 1.26). El
comportamiento sexual, el recuento de células nadir CD4 +, el recuento de CD4 + en
la visita inicial y el ARN plasmatico del VIH-1 no se identificaron como factores de

riesgo.

Utilizamos un “propensity score” para minimizar el impacto de las diferencias
demogréficas basales. Inicialmente utilizamos una regresion logistica multiple para
estimar la probabilidad de riesgo de estar inscrito o no en el programa de cribado.
Después de ajustar los resultados por un “propensity score”, el modelo de Cox
mantuvo la diferencia significativa, que demuestra el efecto protector del programa de
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cribado en el desarrollo de un CECAI (HR: 0,17; IC del 95%: 0,03 a 0,86).

La incidencia acumulada de CECAI en el grupo de cribado fue: en HSH del 0.2% (2 de
1095, IC 95%: 0.1-0.7%), sin que se diagnosticaran casos en los HSM (0%, 0 de 257,
IC 95%: 0.0 -1.5%) ni en mujeres (0%, 0 de 339, IC 95%: 0.0-1.1). Las tasas de
incidencia fueron 34 (IC 95%: 4-108), 0 (IC 95%: 0-186) y 0 (IC 95%: 0-137) por
100.000 personas / afio, respectivamente. En el grupo de no cribado, la incidencia
acumulada de CECAI fue del 0.8% en HSH (4 de 501, IC 95%: 0.3-2.0%), 0.3% en
HSM (2 de 631, IC 95%: 0.1-1.2 %) y 0.7% en mujeres (2 de 288, IC 95%: 0.2-2.5%).
Las tasas de incidencia fueron 159 (IC 95%: 43-379), 58 (IC 95%: 7-186) y 132 (IC

95%: 6-422) por 100.000 personas / afo, respectivamente.

En cuanto al grupo especifico de hombres infectados por el VIH de la cohorte
CARH-MEN (733: 538 HSH y 195 HSM), 297 pacientes tenian una citologia anal de
base normal y ausencia de antecedentes de alguna patologia relacionada con la

infeccion por el VPH diagnosticada previamente.

Durante el seguimiento, se logré obtener por lo menos una citologia de control valida
en 251 pacientes (172 HSH y 29 HSM). La mediana de tiempo de seguimiento fue de
4 afos (IQR: 2-5.5). ElI 51 % (IC 95%: 62-76) de los pacientes mantuvieron una
citologia normal durante el seguimiento, el 47% de estos pacientes presentaban una
infeccion detectable por el VPH. La incidencia acumulada de lesiobn escamosa
intraepitelial de bajo grado (LEIB) fue del 37% (92/251, IC 95%: 31-43): 44% en HSH
(76/172) y 20% en HSM (16/79), p-valor: 0.0004. La incidencia acumulada de lesion
escamosa intraepitelial de alto grado (LEIA) fue del 6% (15/251, IC 95%: 3-10): 8% en
HSH (14/172) y 1% en HSM (1/79), p-valor: 0.0650. La incidencia acumulada de
displasia anal (LEIB y LEIA) fue de 43% (107/251, IC 95%: 36-49): 52% en HSH
(90/172, IC 95%: 45-60) y 22% en HSM (17/79, IC 95%: 13-32), p-valor:<0.0001. La
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probabilidad de permanecer libre de displasia anal a los 3 y 5 afios fue del 65% (IC
95%: 58-72) y 48% (IC 95%: 41-57) en HSH y 86% (IC 95%: 78-95) y 82% (IC 95%:

73-93) en HSM (p-valor: 0.001 y p-valor: <0.001, respectivamente).

Referente a la infeccién por el VPH, se estimd una prevalencia de infeccién por el VPH
del 61% (177/297) en todos los pacientes, 77% (147/192) en los HSH y 29% (30/105)
en los HSM (p-valor: 0.0001). El 69 % (IC 95%: 62-76) de los HSH tenian una
infeccidn por algun tipo de VPH de alto riesgo oncolégico contra un 23% (IC 95%: 15-

32) en los HSM (p-valor: 0.0001).

En cuanto a los factores predictivos asociados con la displasia de canal anal, en el
andlisis multivariante se observo que el estar recibiendo TAR antes de la inclusién en

el estudio era un factor protector independiente.

Los factores independientes asociados con el aumento de riesgo de una displasia anal
fueron el hecho de ser HSH vy la infeccion anal por VPH. Cuando analizamos por
separado a las poblaciones HSH y HSM, observamos que la infeccién por VPH en
canal anal fue el Unico factor de riesgo independiente para desarrollar una displasia

anal en ambas poblaciones.
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DISCUSION.



Los canceres no definitorios de SIDA son cada vez mas frecuentes en la poblacion
infectada por el VIH (19), dentro de estos canceres, llama la atencién las altas tasas
de incidencia de CECAI, principalmente en los pacientes HSH, aungue mujeres y HSM
presentan tasas igualmente elevadas de este cancer si las comparamos con la

poblacion general (88)(90)(91).

Los articulos presentados en esta tesis doctoral aportan evidencias actualizadas de la
incidencia de CECAI y de lesiones displasicas anales en pacientes infectados por el
VIH. A nuestro conocimiento es la primera vez que la efectividad de un programa de
cribado de cancer anal es evaluado mediante un estudio de cohortes en paralelo:
cohorte de pacientes incluidos en el programa de cribado (cohorte de cribado) y
pacientes que rechazaron su participacion en este programa (cohorte de no cribado).
Hemos evaluado el impacto del programa de cribado (efectividad) mediante el andlisis

comparativo de ambas cohortes.

En prevision y respuesta a la alta incidencia de CECAI en la poblacion VIH-positiva, en
enero de 2005 se cred la Unidad de proctologia de la Fundacioén Lluita contra la SIDA
(FLS), incluida en la unidad de VIH del hospital Universitario Germans Trias i Pujol de
Badalona. Esta unidad de proctologia se puso en marcha con el objetivo de
implementar un programa de cribado como estrategia para prevenir el CECAI en
personas infectadas por el virus de la inmunodeficiencia humana. Estrategia de
cribado basada en la citologia anal, AAR y tratamiento ablativo de las lesiones

displasicas de alto grado (AIN-2/3).

En detalle, este programa de cribado consiste en la inspeccion visual y tacto rectal, y
obtenciéon de muestras para una citologia liquida. En caso de presentar una citologia
anal patologica (tabla 3), se realizaba una AAR para detectar lesiones sugestivas de
una displasia anal de alto grado (el doctorando es parte del equipo médico que
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realizaba las AAR). En caso de detectar una lesion, se realizaba una biopsia y de
confirmarse una displasia de alto grado, ésta se la trataba con rayos infrarrojos.
Posteriormente, se realizaba una citologia de control dentro de los 3-6 meses para

confirmar la regresion de la lesion tratada (75).

Este programa de cribado se ofrecié a todos las persones infectadas por el VIH que
siguen controles en la unidad de VIH. En el caso de mujeres, este programa de
cribado de prevencion del cancer anal se llevo a cabo en el momento de los controles

ginecoldgicos rutinarios que también se realizan en la unidad de VIH.

Ademas, es importante comentar que en paralelo se creé la cohorte CARH-MEN (92),
acronimo de “Cohorte de CAn Ruti de hombres infectados por el VIH". Esta es una
cohorte de hombres infectados por el VIH, mayores de 18 afos, sin antecedentes de
patologia relacionada con el VPH. Estos pacientes fueron reclutados en la unidad de
VIH del Hospital Germans Trias i Pujol entre enero de 2005 y mayo de 2009. El
objetivo de esta cohorte era el cribado preventivo para la deteccion precoz de
canceres escamosos de canal anal, de pene y de boca en los hombres infectados por
el VIH. Ademas, se estudié la infeccion por el VPH, analizdndose los distintos

genotipos identificados en la citologia liquida en esta poblacion.

Tras doce afios de funcionamiento de la Unidad de proctologia de la FLS, nos
planteamos evaluar la pertinencia del programa de cribado de patologia anal. Este
planteamiento nace de la ausencia de datos extraidos de estudios prospectivos y
aleatorizados que demuestren la eficacia de los programas de cribado de prevencion
del cancer anal. Actualmente, hay un ensayo clinico en marcha (ANCHOR) que
aportara informacién sobre la eficacia del tratamiento de la displasia anal. Se espera

los resultados de este ensayo clinico para el afio 2022 (93).
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El primero de los dos trabajos base de esta tesis doctoral, un estudio de cohortes
titulado "ROUTINE SCREENING OF ANAL CYTOLOGY IN PERSONS WITH HUMAN
IMMUNODEFICIENCY VIRUS AND THE IMPACT ON INVASIVE ANAL CANCER: A
PROSPECTIVE COHORT STUDY", aporta evidencias de la hipo6tesis principal del
presente documento: “el cribado y tratamiento ablativo de la displasia anal de alto
grado mediante citologias anales y anoscopia de alta resolucién, es una estrategia
eficaz para prevenir el cancer anal invasivo”; asi como de las hipétesis secundarias:
“Los hombres VIH positivos que tienen sexo con hombres, tienen mayor tasa de
incidencia de CECAI que los hombres infectados por el VIH que tienen sexo con
mujeres” y “las mujeres VIH-positivas tienen una tasa de incidencia de CECAI similar a

los hombres infectados por el VIH que tienen sexo con mujeres”.

El OBJETIVO PRINCIPAL de esta tesis fue determinar la efectividad del programa de
cribado de cancer anal puesto en marcha en el afio 2005, basado en citologia anal,
anoscopias de alta resolucién en paciente VIH positivos y tratamiento ablativo de la
displasia anal de alto grado. La efectividad se evalu6 mediante el analisis de la
incidencia de cancer anal invasivo en nuestros pacientes. Para ello, se realizé un
analisis retrospectivo de una cohorte prospectiva, donde se incluy6 el seguimiento de
14.595 pacientes-afio. En este periodo de tiempo se diagnosticaron un total de 10
casos de CECAI, 2 casos en los pacientes que seguian controles regulares en el
programa de cribado (grupo de cribado) y 8 casos en el grupo de pacientes que no
seguian controles en el programa de cribado (grupo de no cribado). Tras un analisis
multivariante ajustado por un “propensity score”, se observo una tasa de incidencia
significativamente baja de CECAI en la cohorte de cribado, comparada con la cohorte
de no cribado, 21.9 (IC 95%: 2.7-70.3) por 100.000 personas-afio versus 107.0 (IC
95%: 46.2-202.0) por 100.000 personas-afio respectivamente (p-valor: 0.027).

La incidencia acumulada de CECAI fue del 0.1% (IC 95%: 0.03-0.4%) para la cohorte
de cribado y 0.6% (IC 95%: 0.3-1.1%) para la cohorte de no cribado (p-valor: 0.051).
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Se observo un numero importante de CECAI en los HSH (6 /10 casos) infectados por
el VIH, en concordancia con datos publicados previamente (86). Es importante
destacar que también se diagnosticaron 2 casos en mujeres y 2 en HSM. Es
importante recalcar estos resultados, principalmente el de las mujeres, ya que hay
cada vez mas datos que muestran prevalencias altas de displasia anal de alto grado
en este grupo de pacientes (94). Los resultados de este primer estudio corroboran este

dato.

En la actualidad no hay un consenso respecto a como deberian ser los programas de
cribado de cancer anal. De hecho, hay varios procedimientos utilizados. ElI método
usado por nuestro grupo esta basado en la exploracion citolégica anal como primer
paso para la deteccion de enfermedades relacionadas con el VPH. Si el resultado de
la citologia anal es patoldgica, se procede con una AAR (segundo paso). Si una lesién
anal es observada con la AAR, se toma una biopsia -biopsia directa guiada- (tercer
paso) y de confirmarse una displasia de alto grado, ésta es tratada con rayos
infrarrojos (cuarto paso). En cambio, otras estrategias de cribado se basan en realizar
una AAR Yy citologia anal en la misma visita como primer paso. Si se observa una
lesiébn durante la AAR, se toma una biopsia de la lesién -biopsia directa guiada-
(segundo paso). Si no se observa una lesién durante la AAR (por tanto, no biopsia).
podria repetirse una nueva exploracién si el paciente presenta una citologia anal
compatible con una displasia de alto grado (tercer paso). Si se confirma una displasia
de alto grado, ésta es tratada (cuarto paso). Una modificacion de este procedimiento
de cribado utilizada por algunos grupos es mucho mas agresiva, realizandose biopsias
en los cuatro cuadrantes del canal anal, en ausencia de una lesiéon anal identificada

durante la exploracion con AAR (tercer paso).

Es cierto que la citologia anal ha mostrado una sensibilidad limitada para detectar las
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displasias de alto grado (95) comparadas con una biopsia directa guiada por AAR (96).
Por lo tanto, podriamos inferir que nuestros hallazgos reflejan un diagndstico
insuficiente de displasia de alto grado, no obstante, a pesar de este posible
inconveniente, los pacientes que siguieron controles regulares en el programa de
cribado de cancer anal de nuestro centro experimentaron una menor incidencia de

CECAL.

Uno de los OBJETIVOS SECUNDARIOS de esta tesis fue estimar la incidencia de
CECAI en pacientes VIH-positivos: HSH, HSM y mujeres. En los pacientes que no
participaron en el programa de cribado (cohorte de no cribado), la tasa de incidencia
de CECAI en los HSH fue similar (159 casos por 100,000 personas-afio) a las
reportadas anteriormente (131 por 100,000 personas-afio). Entre los HSM, la tasa de
incidencia de CECAI (58 por 100,000 personas-afios) fue igualmente comparable a la
observada en otras cohortes. Sin embargo, la tasa de incidencia en mujeres infectadas
por el VIH (132 por 100,000 personas-afio) fue mayor a las reportadas anteriormente
(30 por 100,000 personas-afio) (97). Los CECAI en mujeres solo ocurrieron en la
cohorte de no cribado. Esta diferencia puede explicarse al menos en parte por algunos
de las caracteristicas basales de estas pacientes del grupo de no cribado. Mas del
50% de las pacientes tenian un nadir CD4+ <200 células/uL, en comparacién con el

36% en el grupo de cribado.

El estado inmunoldgico desempefia un papel fundamental en la historia natural de la
infeccion por el VPH y esta probaba la influencia de este virus en el desarrollo de
displasias y cancer anal en los pacientes infectados por el VIH (98)(99). En este
estudio no se identificaron sujetos con un CECAI en los pacientes con un nadir CD4 +
>150 células/uL. Estos hallazgos refuerzan el concepto de que todos los pacientes
infectados por el VIH (HSH, HSM y mujeres) son un grupo de riesgo para desarrollar
un CECAI comparados con la poblacion en general y que probablemente se tenga que

96



priorizar un seguimiento mas estricto en los pacientes a los que se les haya

diagnosticado una infeccion por el VIH en fase muy tardia (CD4+ <200 células/uL).

Es importante destacar que el diagnostico de dos casos de CECAI en pacientes
incluidos en la cohorte de cribado y que seguian los controles establecidos dentro del
programa de cribado, ambos eran HSH. Estos pacientes comparten algunas
caracteristicas; ambos tenian una larga historia de infeccion por el VIH, un nadir de
CD4 + <150 células/pL (17 y 137 células/uL en el primer y segundo caso), ninguno de
los dos pacientes presentd una citologia anal compatible con una displasia de alto
grado. El mayor grado de alteracién citolégica fue un LSIL en el primer paciente y
ASCUS en el segundo, no se objetivo ninguna alteracion en la AAR previa (4 y 6 afios)
al diagnéstico de CECAI. Ambos pacientes fueron diagnosticados luego de una
intervencion por sintomatologia atribuida a problemas hemorroidales, ambos estaban
infectados por el VPH-16. Es probable que, en el caso especifico de estos pacientes,
se haya empleado una actitud mas conservadora con el fin de evitar complicaciones
hemorragicas en relacion con biopsias y/o tratamiento de una hipotética displasia de
alto grado sobre un paquete hemorroidal. En estos casos seria aconsejable intentar un
tratamiento mas seguro, como podria ser el tratamiento con acido tricloroacético (76) o

el tratamiento mediante cirugia mayor ambulatoria.

Limitaciones del primer trabajo. Es cierto que en este trabajo se aporta evidencia de la
efectividad de un programa de cribado para la prevencion del cancer anal invasivo en
personas Infectadas por el VIH. A pesar de ello es importante destacar las limitaciones
de este estudio. El tamafio de la cohorte es relativamente pequefio, los sujetos no
fueron aleatorizados a participar o no en el programa de cribado. Los sujetos que no
participaron en el programa de cribado tenian unas caracteristicas basales que
podrian a priori implicar un alto riesgo de desarrollar un CECAI; estos pacientes tenian
un porcentaje significativamente mayor de pacientes con un nadir de CD4 <200
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células/uL, la mediana de CD4 fue significativamente menor en el grupo de no cribado
y el porcentaje de pacientes con una CV-VIH <50 cop/mL era igualmente menor en el
grupo de no cribado. Por otro lado, habia un porcentaje significativamente mayor de
pacientes HSH en los pacientes del grupo de cribado (64.8% cohorte cribado vs 35.3%
cohorte no cribado). Con el fin de corregir adecuadamente el impacto de estas
diferencias entre ambos grupos, se realiz6 un andlisis multivariante ajustado por
“propensity score”, demostrandose definitivamente el efecto protector del programa de
cribado (HR: 0.17 IC 95%: 0.03-0.86). Asimismo, debido al nimero limitado de eventos
de CECAI, no podemos excluir la influencia de otros factores introducidos en el
analisis (comportamiento sexual, nadir CD4 +, recuento basal de CD4 + o ARN
plasmatico VIH-1) como variables que se asocian potencialmente con el desarrollo de

un CECAI.

Tenemos que destacar igualmente que la poblacién analizada (todas de un éarea
geogréafica Unica) puede limitar la extrapolaciéon de nuestros resultados. Si bien las
tasas de incidencia encontradas en nuestro estudio entre HSH y mujeres son similares

a las reportadas fuera del estado espariol (58)(97).

Cada vez hay mas evidencia de la evolucién de la displasia anal de alto grado a
CECAI, por lo tanto, es importante determinar los factores que pueden favorecer el
desarrollo de una displasia anal en los pacientes con una citologia normal. Esto nos
llevé a plantear la Ultima de las hipdtesis de esta tesis doctoral: “la infeccion por el
virus del papiloma humano y el no estar en tratamiento antirretroviral son factores
predictivos que favorecen el desarrollo (incidencia) de una displasia anal en hombres
VIH-positivos con una citologia anal normal de base”. El segundo de los dos trabajos
base de esta tesis doctoral, un estudio basado en la cohorte CARH-MEN, titulado
"NATURAL HISTORY OF ANAL SQUAMOUS INTRAEPITHELIAL LESIONS IN HIV
POSITIVE MEN WITH NORMAL BASELINE CYTOLOGY ", aporta evidencias de esta
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hipdtesis secundaria. Es importante comentar, que este estudio no se incluyeron los
pacientes con condilomas en el canal anal. Practicamente a todos los hombres
infectados por el VIH y con diagnéstico de condiloma/s en el canal anal se les detectd

una infeccién por varios genotipos del VPH en el canal anal (100).

Esta demostrado el papel que tiene la infeccion por VPH-16 en el desarrollo de la
displasia y céncer, la infeccion del canal por este virus esta fuertemente relacionada
con las préacticas sexuales e infeccion por VIH (101). El sexo anal receptivo y el papel
inmunodepresor de la infecciobn por el VIH, son una combinacion que puede
desempenar un papel crucial en el bloqueo del aclaramiento viral y por lo tanto

persistencia de una infeccion por el VPH en este grupo de pacientes.

Los resultados obtenidos referentes a los factores predictivos relacionados con la
incidencia de displasia anal confirman nuestra hipétesis: la infeccion por el virus del
papiloma humano es un factor predictivo que favorece el desarrollo (incidencia) de una
displasia anal en hombres VIH-positivos con una citologia anal normal de base. En
cambio, estar en tratamiento antirretroviral antes de la inclusion en el estudio fue un
factor predictivo protector del desarrollo (incidencia) de una displasia anal en hombres

VIH-positivos con una citologia anal normal de base.

Existen pocos datos disponibles sobre el desarrollo de una displasia anal en lo
varones infectados por el VIH (HSH y HSM) con citologia anal basal normal. Como era
de esperar, tener una infeccion por VPH fue el principal factor de riesgo asociado con
una displasia, tanto en HSH como HSM. De hecho, datos previamente publicados de
esta misma cohorte demostraron que los HSH tenian una mayor prevalencia de
infeccion por el VPH en canal anal frente a boca y pene (31). La prevalencia de
infeccién anal por el VPH en esta cohorte fue del 61%, el VPH-16 (80%) fue el tipo
mas comunmente aislado en las citologias anales normales. Los HSH tenian una
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prevalencia significativamente mayor de infeccion VPH y VPH de alto riesgo.

La incidencia de displasia anal en los hombres infectados por el VIH fue alta a pesar
de no tener antecedentes de ningun sintoma sugestivo de una infeccion por VPH y
tener una citologia anal basal normal. Esta incidencia fue significativamente mayor en
HSH. De hecho, en este estudio en el que no se incluyeron mujeres, ser HSH también
fue un factor de riesgo independiente para el desarrollo de una displasia anal. La mitad
de todos los HSH desarrollaron una displasia anal a los 5 afios frente a uno de cada
cinco HSM. Por otro lado, existen datos limitados sobre la epidemiologia de la
displasia anal en los HSM infectados por el VIH. Recientemente se ha publicado un
meta-andlisis que identificé una incidencia de displasia anal del 30% en este grupo de
pacientes VIH-positivos (101), llama la atencién el porcentaje similar de displasia anal
en HSM no infectados por el VIH (33%) (102). Los autores de este meta-analisis
atribuyen este resultado a un probable sesgo en la seleccién, los HSM VIH-negativos
reclutados en este estudio tenian antecedentes de condilomas anales. Las tasas de

incidencia de displasia anal reportadas (22%) fueron similares a la de nuestro estudio.

En general, se acepta la priorizaciéon del control de los HSH en los programas de
cribado de cancer anal sin discrepancias. Sin embargo, tomados en conjunto, nuestros
datos respaldan el interés de realizar examenes de rutina del canal anal también en
los HSM infectados con VIH, a pesar de que estos presenten inicialmente una citologia

anal normal.

Tal como se ha comentado en parrafos anteriores, nuestros resultados muestran que
estar en tratamiento antirretroviral antes de la inclusién en el estudio es un factor
predictivo que protege el desarrollo (incidencia) de una displasia anal en hombres VIH-

positivos con una citologia anal normal de base.
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Los datos sobre el rol que tiene el TAR en la infeccion por VPH y enfermedades
asociadas a este virus son contradictorios (32)(102). Seria de esperar que el hecho de
recibir tratamiento antirretroviral y su impacto sobre la restitucion inmunitaria tenga un
papel importante en el control y aclaramiento de la infeccion por el VPH, pero el TAR
también tiene un impacto sobre la esperanza de vida de los pacientes, por lo tanto, los
pacientes que reciben un TAR tienen un mayor tiempo de exposicién e infeccidon
persistente por el VPH. En nuestros resultados observamos que el TAR fue un factor
protector que disminuia la incidencia de displasia anal principalmente en los HSH. De
hecho, el TAR también se asocié con una menor prevalencia de infeccién por VPH en
el canal anal, reforzando la idea que sugiere que la recuperacién inmune asociada con
la supresion del VIH podria favorecer no solo la eliminacion del VPH sino también

frenar la progresion citolégica (97).

Limitaciones de este segundo trabajo. Los datos publicados en este segundo articulo
de la presente memoria tienen una serie de limitaciones que podrian subestimar o
sobreestimar la incidencia de displasia del canal anal en esta cohorte. No tenemos
datos sobre el aclaramiento espontaneo de la displasia anal que podria ocurrir entre
los controles citoldégicos anuales en nuestros pacientes. El tamafio de la muestra no se
calcul6 para estudiar la incidencia de displasia anal, por lo tanto, la generalizacion de
los resultados se deberia tomar con cautela. Ademas, la interpretacién humana de los
resultados de la citologia podria conducir a un sesgo dependiente del observador,
como resultado, lesiones incidentes podrian pasar desapercibidas e

infradiagnosticadas. Otra limitacion es el hecho de ser un estudio unicéntrico.
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CONCLUSIONES.
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El programa de cribado y tratamiento de lesiones displasicas anales de alto
grado basada en citologias anales, anuscopia de alta resolucién y coaguacién
con rayos infrarrojos, ha demostrado ser eficaz como estrategia de prevencion
del carcinoma escamo celular anal invasivo, en los pacientes infectados por el
VIH que siguen en el servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital

Universitario Germans Trias i Pujol.

Es necesario incluir a todos los pacientes infectados por el VIH (HSH, HSM y
mujeres) en los programas de cribado de displasia anal, por ser una poblacion

con un riesgo alto de desarrollar un carcinoma escamo celular anal invasivo.

Los HSH infectados por el VIH tienen mayor riesgo de infeccion del canal anal
por el virus del papiloma humano, tienen también un mayor riesgo de
desarrollar lesiones displasicas anales y carcinoma escamo celular anal

invasivo, comparados con los HSM y mujeres infectadas por el VIH.

La totalidad de los casos de carcinoma escamo celular anal invasivo
diagnosticados en la poblacion infectada por el VIH en nuestra cohorte, tenian
un grado avanzado de inmunodepresion antes de comenzar el tratamiento

antirretroviral, con un nadir CD4+ < 200 cel/puL.

Los pacientes HSH infectados por el VIH que tienen una citologia anal normal
inicial, tienen mayores tasas de incidencia de displasia anal, comparados con

los HSM infectados por el VIH.
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LINEAS FUTURAS DE INVESTIGACION.
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Los resultados obtenidos constituyen los primeros de una linea de investigacién viva,
englobada dentro de la actividad investigadora del grupo para el estudio de la co-
infeccion por VIH y VPH.

Nuevas dudas, nuevas preguntas, han surgido a lo largo de estos afios de duro trabajo
y tras la interpretacion de los resultados. Realizar estudios de investigacion
encaminados a dar respuesta a las mismas completaria y reforzaria los resultados de

esta tesis doctoral. A continuacion, se enumeran las mismas:

1.- Dada la “rapida evolucion de normalidad a CECAI” observada en los 2 pacientes de
la cohorte de cribado, nos hace plantear qué factores / caracteristicas de estos
pacientes han facilitado esta evoluciébn. Se ha valorado trabajar en modelos
matematicos que aporten informacion sobre qué factor o qué combinaciones de

factores estan favoreciendo este comportamiento fisiopatoldgico.

2.- Desarrollar protocolos basados en la practica clinica de medicina primaria, en
donde se implemente el uso de la citologia anal anual como prueba rutinaria y como

primera sefial de una posible patologia anal en pacientes infectados por el VIH.

3.- Estudios de farmaco-economia aportaria informacion valiosa para conocer cuél es
la eficiencia de los programas de cribado de patologia relacionada con el VPH en el

canal anal en pacientes infectados por el VIH.

4.- Estudios clinicos prospectivos aleatorizados para evaluar la eficacia de
tratamientos duales con técnicas poco invasivas (p. e coagulacion con rayos
infrarrojos y aplicacion de acido tricloroacético) vs tratamientos con una sola técnica
(p. €j. coagulacion con rayos infrarrojos), podrian ser Utiles para explorar nuevas
estrategias para reducir las tasas de recidiva postratamiento de las displasias anales

de alto grado.
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Abstract

Invasive-squamous-cell-cancer (ISCC) of the anal canal is an uncommon disease. Human papillo-
mavirus (HPV) is the etiological agent of most of types of ISCC. The incidence of ISCC has been in-
creasing in HIV-infected individuals, even after the introduction of highly active antiretroviral
therapy. The aim of this study was to analyze biopsy specimens from patients diagnosed with ISCC
at a tertiary hospital from 1983 to 2012 in order to detect HPV-DNA. Methods: Formaldehyde-
fixed, paraffin-embedded specimens from patients with ISCC underwent HPV-DNA genotyping us-
ing multiplex PCR assay. Results: A total of 31 cases were collected; 10 were HIV-infected (9 men, 1
woman) and 21 non-HIV-infected (11 men, 10 women). HPV infection was detected in 87.5% (7/8)
of the HIV-infected patients (DNA from 2 biopsies was degraded) and 76.2% (16/21) of non-HIV-
infected individuals. Multiple-type infections were only found in 28.6% (2/7) of the HIV-infected
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patients (no multiple-type infections in non-HIV-infected individuals). The most prevalent type
was HPV-16: 50% (4/8) in the HIV-infected group (57% [4/7] of the HPV-positive samples) and
66.7% (14/21) in the non-HIV-infected group (87.5% (14/16) of the HPV-positive samples). Re-
markably, 37.5% (3/8) of the HIV-infected group had high-risk HPV types not included in the vac-
cines (HPV-33, 51, 52, and 66) compared with 4.8% in the non-HIV-infected group (1/21, HPV-52).
All cases of anal ISCC in HIV-infected patients were recorded in the highly active antiretroviral
therapy era. Conclusion: HIV-infected patients presented anal ISCC with a higher proportion of
high-risk HPV types not covered by the conventional vaccines than non-HIV-infected individuals.

Keywords

Human Papillomavirus, Anal Invasive Squamous Cell Cancer, HIV Infection

1. Introduction

Anal cancer is relatively less common than cervical cancer [1]. However, its incidence is rising annually in both
genders in the general population [2]-[4]. Rates of anal cancer in at-risk groups, principally men who have sex
with men (MSM) and persons infected by the human immunodeficiency virus (HIV), are considerably higher
than those described in the healthy population [5]-[8]. Although the incidence of other virus-associated malig-
nancies has decreased in HIV-infected patients since antiretroviral therapy (ART) became available, the inci-
dence of anal cancer has not. In fact, the incidence in HIV-infected MSM is estimated to be 80 times higher than
the incidence in men in the general population [9]-[11]. Prolonged survival with highly active ART (HAART) is
likely to lead to a further increase in the incidence of anal cancer among HIV-infected individuals [11].

The etiological agent of high-grade squamous intraepithelial lesions (HSIL) in the genitals, anus, and oropha-
rynx is the human papillomavirus (HPV), mainly the oncogenic high-risk genotypes (HR-HPV). HSIL was re-
cently reported to directly progress to anal cancer [9]. Most studies show that ART has had little effect on re-
ducing the frequency of HSIL [12]-[14]. and. consequently, on the appearance of squamous cell cancer (SCC) of
the anal canal and perianal region. HIV infection is a key risk factor for anal SCC owing to the high risk of con-
tracting coinfections with HPV [5] [6] [9] [10]. Anal HPV infections are widespread among HIV-infected MSM,
and the type most frequently associated with anal SCC is HPV-16 [1] [10] [12]. Given the current recommenda-
tion to administer HPV vaccine for the prevention of HPV-associated anal lesions in specific groups. such as
MSM [4] [14], it is important to document the burden of anal cancer in these risk groups.

Few studies have focused on anal invasive squamous-cell cancer (ISCC) in HIV-infected patients during the
HAART era. We have analyzed the incidence of anal ISCC during the last 30 years in HIV-infected patients and
in the general population.

2. Patients and Methods
2.1. Study Design, Study Population

We performed a single-center, retrospective study of a cohort of patients diagnosed with anal ISCC. The cohort
was selected from a database of patients attending a tertiary hospital (Hospital Germans Trias i Pujol in Badalo-
na, Spain) from January 1983 to September 2012 (the first 30 years’ activity at our center). The hospital is a re-
ferral hospital for a catchment area of 800,000 inhabitants in Catalonia. In 2005, a screening program for HPV-
related diseases of the anal canal was initiated in our Clinical HIV Unit. The study was approved by the local
ethics committee.

2.2. Biopsy Processing and HPV Genotyping

All patients diagnosed with anal ISCC were identified from histopathology records. Formaldehyde-fixed, paraf-
fin-embedded specimens were recovered and processed for extraction of DNA and detection and typing of HPV.
DNA was extracted from 1 to 3 of 10-um sections using the Maxwell FFPE Tissue LEV DNA Purification kit
(Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA) according to the manufacturer’s instructions. HPV was de-
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tected and typed in all samples using a commercial IVD CE-marked assay in accordance with the manufactur-
er’s instructions (F-HPV typing: Molgentix, Barcelona, Spain). Briefly. extracted DNA was amplified using a
multiplex polymerase chain reaction (PCR) including a set of fluorescently labelled primers recognizing HPV-6,
11, 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, and 68 within the E6 and E7 regions of the HPV ge-
nome [12] [14].

2.3. Statistical Analysis

Since the study was an exploratory study, no formal sample size was calculated. The sample comprised all pa-
tients with a diagnosis of anal ISCC during the study period.

A descriptive and exploratory analysis was performed for baseline parameters (Table 1) and for HPV results
(Table 2) to explore differences between the study groups (HIV-infected and non-HIV-infected). Data were
analyzed using the statistical software program SPSS version 15.0 (SPSS Inc, Chicago, Illinois, USA).

3. Results

During the study period, 10 cases of anal ISCC were diagnosed in HIV-infected patients, as follows: 1 man (in
1999, no information about his sexual orientation), 4 MSM (1999, 2000, 2002, and 2009), 3 heterosexual men
(2004, 2004 and 2010), 1 woman (2006), and 1 transsexual (2012). The median (range) age was 40 (32 - 59)
years, and 5 patients had never received HAART. From 2005, 70% of the current HIV population (1310 men,
208 women) agreed to participate in the screening program for HPV-related diseases of the anal canal. Of the 4
cases of anal ISCC diagnosed between 2005 and 2011, only 1 had participated in this screening program and had
previously been treated for in situ anal SCC with surgery (1.5 years earlier). None of the HIV-infected patients
had a history of anal condylomata.

During the same period, 21 cases were diagnosed in the general population (10 women, 11 men; 15 between
2005 and 2012 [5 women and 10 men]). The first case was diagnosed in 1988. The median (range) age was 58
(33 - 83) years. None of the HIV-negative cases had a history of intravenous drug use. Table 1 shows the base-
line characteristics.

ISCC of the anal canal was diagnosed significantly earlier in men (p = 0.013) (mean = 52 years, median = 50
years, SD = 14.5) than in women (mean = 67 years, median = 73, SD = 13). Although statistical differences

Table 1. Demc hic ch istics of anal invasive squamous cell cancer (ISSC) in HIV-infected and non-HIV-infected
individuals.

HIV-infected patients (n = 10) Non-HIV-infected patients (n = 21)
Proportion of men/women (n) 9/1 11/10

Age at diagnosis of ISCC, years

Mean (SD): 42(8.8)° 60 (16)"
Median (range):

Overall 40 (32- 59y 58 (33-83)"
Men 40(32-59) 50 (33-79)
Women Not applicable 73 (49-83)°
Sexual orientation, n (%)

MSM 4(40) -
Heterosexual 4" (40) -
Transsexual 1°(10) -

Not recorded 1(10) 21 (100)
CD4 counts (cells/uL)

Median (range) nadir 104 (0 - 603) -
Median (range) at diagnosis 155 (61 - 1122) -

“Patients with history of intravenous drug use: heterosexuals (3 men and 1 woman) and a transsexual woman. MSM. men who have sex with men:
*Overall differences statistically significant (p < 0.01): "Gender differences statistically significant (p = 0.013).

@
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Table 2. Results of anal invasive squamous cell cancer (ISCC) biopsies with single-type and multiple-type HPV infections.

Human papillomavirus infection in anal ISCC HIV-infected (n =8)" Non-HIV-infected (n = 21)°"

Any HPV infection. n (%) 7" (87.5) 16(76.2)
HPV-16. 1 (%)

Single-nvpe 3(37.5) 14 (66.7%)
Multiple-tvpe 1*(12.5) 0
HPV-18. n (%)

Single-nipe 0 1(4.8)
Multiple-type 0 0
Other high-risk HPV, n (%)

Single-type (excluding 16 and 18) 2°(25) 14(4.8)
Multiple-type (excluding 16 and 18) 1°(12.5) 0

Low-risk HPV. n (%)
Multiple-type (containing HPV-6) 1°(12.5) 0

“Patients diagnosed with ISCC whose biopsy specimen had not degraded. “One sample had no PCR amplification. *Patient with HPV-16 + HPV-66
coinfection; "Two male patients with HPV-33 and HPV-51 respectively. “Man with HPV-6. HPV-52, and HPV-66. *Man with HPV-52.

were found in median age between the HIV-infected and non-HIV-infected populations (p < 0.01) (Table 1), no
differences were observed with respect to HIV status after clustering for gender (HIV-infected men [mean = 42
years, median = 40 years, SD = 8.8] vs non-HIV-infected men [mean = 52 years, median = 50 years, SD = 14.5],
(p=0.12).

Of the 31 cases of ISCC identified from the records (10 HIV-infected and 21 non-HIV-infected), 2 biopsies
from the HIV-infected patients were not amplified by PCR because the DNA was degraded. HPV was therefore
investigated in 29 samples (8 HIV-infected and 21 non-HIV-infected) and detected in 87.5% of anal biopsy spe-
cimens (7 out of 8) in the HIV-infected patients and in 76.2% of specimens (16 out of 21) in the non-HIV-in-
fected population (Table 2). No multiple-type infections were found in the non-HIV-infected population, whe-
reas 2 HIV-infected patients (28.6%, 2/7) presented 2 or more HPV types. The most prevalent type was HPV-16,
mainly as a single-type infection, representing 50% (4 out of 8) (57% [4 out of 7] of the positive HPV infections)
in the HIV-infected group and 66.7% (14 out of 21) (87.5% (14 out of 16) of the positive HPV infections) in the
non-HIV-infected group. Infection by HPV-18 was detected in only 1 sample from a non-HIV-infected man.
Other high-risk types (e.g.. HPV-33, 51, 52, and 66) were also detected in 3 patients as a single-type infection
and in 1 patient as a multiple-type infection. A low-risk type, HPV-6, was found in 1 specimen from an HIV-in-
fected man, although it co-infected with other HR types (Table 2). In the HIV-infected group. 37.5% of patients
with ISCC (3 out of 8) had other HR-HPV types not included in the conventional vaccines, compared with 4.8%
(1 out of 21) in the non-HIV-infected population. All cases of anal ISCC in HIV-infected patients were from the
HAART era.

4. Discussion

This study provides new data about HPV infection in HIV-infected and non-HIV-infected patients with anal
ISCC attended at an HIV reference hospital in Catalonia over a 30-year period. The prevalence of HPV DNA
found in the anal cancer biopsies of these HIV-infected patients (87.5%) was in the range reported in North
America [ 1] [15] [16], Europe [17], and Australia [ 18], namely, 88% to 97%. In the non-HIV-infected group, the
percentage of HPV-positive samples was lower (around 76%) than reported elsewhere [19]. Differences be-
tween studies in the prevalence of HPV can be due to differences in the geographical region and the population
studied (e.g.. ethnicity and social and cultural background). Furthermore, the quality of conservation of histolo-
gy samples and the techniques used for DNA extraction and HPV testing can considerably influence variability
in prevalence. Consistent with other authors [ 1] [15], we found that HPV-18 was rare (only 1 case in a non-HIV-
infected woman), thus reinforcing the fact that HPV-18 is more common in cervical cancer than in anal SCC
[20]. Moreover, mean age at the diagnosis of anal ISCC was significantly lower for men than for women, as re-
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ported elsewhere [18]: however, we did not observe this effect of HIV infection on age, probably because of the
small sample size and the composition of the HIV-infected group.

Differences in HPV type distribution according to HIV status have been reported [17] [21], and our data sup-
port these differences. HPV-16 was the most frequent type in the patients we studied regardless of HIV status,
and basically as a single-type infection, as reported elsewhere [18] [19]. However, we found that HIV-infected
patients had a higher proportion of multiple-type infections and HR types other than vaccine types (HPV-16 or
-18) than non-HIV-infected patients. By contrast, we did not find differences in the prevalence of HPV-16 be-
tween the sexes, in contrast with reports from other authors, who found a lower frequency of HPV-16 in men
than in women [1].

Our study is subject to a series of limitations. First, the small sample size could have affected the power to
detect significant statistical differences for some characteristics. Second, the HPV typing assay used is only able
to detect the most common types; consequently, other, more infrequent types may have gone undetected. Finally,
a single-center study is not representative of the whole population of Spain. Nevertheless, ours is a reference
center for clinical HIV therapy and admits a large number of HIV-infected patients.

5. Conclusion

In conclusion, HIV-infected patients seem to present anal ISCC with multiple HPV infections and with HR-
HPV types not covered by conventional vaccines. Genotyping of anal cancer specimens can help to determine
the most critical types involved in this disease in a specific region and. consequently, to design optimal prophy-
lactic HPV vaccines.

Acknowledgements

We are particularly grateful to the patients of our HIV Unit. The authors thank Thomas O’Boyle for editorial as-
sistance.

Funding

This work was supported by grants from Red de Investigacion en SIDA (RIS), ART AIDS Foundation, Gilead
Sciences, Obra Social Caixa Sabadell, and Gala contra la SIDA Barcelona 2011.

Competing Interest

None declared.

References

[1] Ouhoummane, N.. Steben, M., Coutlée, F., Vuong, T., Forest, P., Rodier. C., Louchini, R., Duarte. E. and Brassard. P.
(2013) Squamous Anal Cancer: Patient Characteristics and HPV Type Distribution. Cancer Epidemiology, 37, 807-
812. http://dx.doi.org/10.1016/).canep.2013.09.015

[2] Joseph. D.A., Miller, JW., Wu, X.. Chen, V.W., Morris, C.R., Goodman, M.T.. Villalon-Gomez, I.M.. Williams, M.A.
and Cress, R.D. (2008) Understanding the Burden of Human Papillomavirus Associated Anal Cancers in the US. Can-
cer, 113, 2892-2900. http://dx.doi.org/10.1002/cner.23744

[3] Jin, F., Stein. AN.. Conway. EL., Regan. D.G.. Law. M.. Brotherton. I.M.. Hocking. J. and Grulich. A.E. (2011)

Trends in Anal Cancer in Australia, 1982-2005. Vaccine, 29, 2322-2327.
http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2011.01.015

[4] Nielsen. A.. Munk, C. and Kjaer, S.K. (2012) Trends in Incidence of Anal Cancer and High-Grade Anal Intraepithelial
Neoplasia in Denmark. 1978-2008. International Journal of Cancer. 130, 1168-1173.
http://dx.doi.org/10.1002/1j¢.26115

[5] Palefsky, .M., Holly, E.A.. Ralston, M.L., Arthur, S.P., Jay. N., Berry, .M., Da Costa, M.M., Botts, R. and Darragh,
T.M. (1998) Anal Squamous Intraepithelial Lesions in HIV-Positive and HIV-Negative Homosexual and Bisexual Men:

Prevalence and Risk Factors. Jowrnal of Acquired Immune Deficiency Syndromes and Human Retrovirology. 17, 320-
326. http:/dx.doi.org/10.1097/00042560-199804010-00005

[6] Piketty. C.. Darragh, T.M.. Da Costa, M., Bruneval, P., Heard, I., Kazatchkine, M.D. and Palefsky. J.M. (2003) High
Prevalence of Anal Human Papillomavirus Infection and Anal Cancer Precursors among HIV Infected Persons in the

()

129



L. Darwich et al.

[10]

[11]

[2

[13]

(18]

[19]

[20]

[21

Absence of Anal Intercourse. Annals of Internal Medicine, 138, 453-459.
http://dx.doi.org/10.7326/0003-4819-138-6-200303180-00008

Frisch. M., Biggar. R.J. and Goedert, J.J. (2000) Human Papillomavirus-Associated Cancers in Patients with Human
Immunodeficiency Virus Infection and Acquired Immunodeficiency Syndrome. Journal of the National Cancer Insti-
tute, 92, 1500-1510. http://dx.doi.org/10.1093/jnc1/92.18.1500

Ahmed. S. and Eng. C. (2014) Optimal Treatment Strategies for Anal Cancer. Current Treatment Options in Oncology.
15. 443-455. http://dx.doi.org/10.1007/s11864-014-0298-0

Berry. 1.M.. Jay. N.. Cranston. R.D.. Darragh. T.M.. Holly. E.A.. Welton. M.L. and Palefsky. J.M. (2014) Progression
of Anal High-Grade Squamous Intraepithelial Lesions to Invasive Anal Cancer among HIV-Infected Men Who Have
Sex with Men. International Journal of Cancer, 134, 1147-1155. http://dx.doi.org/10.1002/ijc.28431

van der Loeff, M.F.S.. Mooij. S.H.. Richel. O., de Vries, H.J. and Prins, JM. (2014) HPV and Anal Cancer in
HIV-Infected Individuals: A Review. Current HIV/AIDS Reports, 11, 250-262.
http://dx.doi.org/10.1007/s11904-014-0224-x

Glynne-Jones. R., Nilsson, P.J., Aschele, C., Goh. V.. Peiffert, D., Cervantes, A. and Amold, D. (2014) Anal Cancer:
ESMO-ESSO-ESTRO Clinical Practice Guidelines for Diagnosis. Treatment and Follow-Up. Radiotherapy and Onco-
logy. 111, 330-339. http://dx.doi.org/10.1016/j.radonc.2014.04.013

Darwich. L., Videla. S.. Canadas, M.P.. Pinol. M.. Garcia-Cuyas. F.. Vela. S.. Molina-Lépez. R.A.. Coll. ., Sirera. G.
and Clotet, B. (2013) Distribution of Human Papillomavirus Genotypes in Anal Cytological and Histological Speci-
mens from HIV-Infected Men Who Have Sex with Men and Men Who Have Sex with Women. Diseases of the Colon
& Rectum. 56, 1043-1052. http://dx.doi.org/10.1097/DCR.0b013e31829c654f

Videla, S., Darwich, L., Canadas, M.P., Coll. I., Piiol, M.. Garcia-Cuyas, F., Molina-Lopez. R.A., Cobarsi, P.. Clotet,
B. and Sirera. G. (2013) Natural History of Human Papillomavirus Infections Involving Anal. Penile. and Oral Sites
among HIV-Positive Men. Sexually Transmitted Diseases. 40, 3-10.
http://dx.doi.org/10.1097/0LQ.0b013e31827e87bd

Villa, L.L. (2011) HPV Prophylactic Vaccination: The First Years and What to Expect from Now. Cancer Letters, 305,
106-112. http://dx.dot.org/10.1016/j.canlet.2010.12.002

Wong. AK.. Chan, R.C., Aggarwal. N.. Singh, M.K.. Nichols, W.S. and Bose. S. (2010) Papillomavirus Genotypes in
Anal Intraepithelial Neoplasia and Anal Carcinoma as Detected in Tissue Biopsies. Modern Pathology, 23, 144-150.
http://dx.doi.org/10.1038/modpathol.2009.143

Daling, J.R., Madeleine, M.M., Johnson, L.G., Schwartz, S.M., Shera. K.A., Wurscher, M.A., Carter, 1., Porter, P.L..
Galloway. D.A. and McDougall. J.K. (2004) Human Papillomavirus, Smoking, and Sexual Practices in the Etiology of
anal Cancer. Cancer, 101, 270-280. http://dx.do1.org/10.1002/cner.203635

Abramowitz, L., Jacquard, A.C., Jaroud. F.. Haesebaert. J.. Siproudhis. L., Pradat. P., Aynaud, O.. Leocmach. Y.. Sou-
beyrand. B.. Dachez. R.. Riethmuller. D., Mougin, C., Pretet, J.L. and Denis. F. (2011) Human Papillomavirus Geno-
type Distribution in Anal Cancer in France: The EDiTH V Study. International Journal of Cancer, 129, 433-439.

http://dx.doi.org/10.1002/1j¢.25671

Hillman, R.J., Garland, S.M.. Gunathilake. M.P., Stevens, M., Kumaradevan, N., Lemech. C., Ward, R.L., Meagher. A..
McHugh. L.. Jin, F.. Carroll. S.. Goldstein. D.. Grulich, A.E. and Tabrizi. S.N. (2014) Short Report: Human Papillo-
mavirus (HPV) Genotypes in an Australian Sample of Anal Cancers. International Journal of Cancer, 135, 996-1001.
http://dx.doi.org/10.1002/1j¢.28730

Alemany. L., Saunier, M.. Alvarado-Cabrero. I.. Quirés, B., Salmeron, J.. Shin. H.R.. Pirog, E.C.. Guimera, N., Her-
nandez-Suarez. G.. Felix, A.. Clavero. O., Lloveras. B.. Kasamatsu. E.. Goodman, M.T., Hernandez, B.Y.. Laco, I..
Tinoco, L., Geraets, D.T.. Lynch, C.F.. Mandys, V., Poljak. M.. Jach. R.. Verge. I.. Clavel. C.. Ndiaye. C.. Klauster-
meier, J., Cubilla, A., Castellsagué, X., Bravo, I.G., Pawlita, M., Quint, W.G., Muiioz, N., Bosch. F.X. and de Sanjosé,
S. (2014) HPV DNA Prevalence and Type Distribution in Anal Carcinomas Worldwide. International Journal of Can-
cer, Early View. http://dx.doi.org/10.1002/1jc.28963

Darwich. L.. Caniadas, M.P., Sirera, G.. Alameda. F.. Forcada, P.. Delas. J.. Fernandez, I.. Llatjés. M., Coll. I.. Clotet,
B. and Videla. S. (2011) Human Papillomavirus Genotype Distribution and Human Papillomavirus 16 and Human Pa-
pillomavirus 18 Genomic Integration in Invasive and in Situ Cervical Carcinoma in Human Immunodeficiency Virus-
Infected Women. International Journal of Gynecological Cancer, 21. 1486-1490.

http://dx.doi.org/10.1097/1GC.0b013e31822a0195

De Vuyst, H.. Clifford. G.M.. Nascimento, M.C., Madeleine, M.M. and Franceschi. S. (2009) Prevalence and Type
Distribution of Human Papillomavirus in Carcinoma and Intraepithelial Neoplasia of the Vulva, Vagina and Anus: A
Meta-Analysis. International Journal of Cancer. 124. 1626-1636. http://dx.doi.org/10.1002/ij¢.24116

130



Anal intraepitelial neoplasia: how and for who do we perform a screening

program?

Rev Esp Enferm Dig. 2018 Aug;110(8):533. doi: 10.17235/reed.2018.5616/2018

Revollo B, Videla S2, Parés D.

131



CARTAS CIENTIFICAS

Neoplasia intraepitelial anal en
pacientes de riesgo: ;como y a quién
realizar un programa de cribado?

Palabras clave: Neoplasia intraepitelial anal. Citologia anal.
Cribado.

Sr. Editor,

En referencia al interesante articulo publicado por Silva y
cols. (1), creemos importante comentar algunos aspectos
relativos a la citologia anal como herramienta de cribado
de neoplasia intraepitelial anal (AIN) en pacientes de riesgo.

Nuestro grupo empezo6 con un programa de cribado de
AIN en 2005 (2). Hasta diciembre de 2014, un total de 1.916
pacientes VIH positivos participaron en este programa (3).
En estos primeros diez anos hemos observado una inci-
dencia acumulada del 0,1% de cancer anal invasivo en los
pacientes que participaron en nuestro programa, frente al
0,6% en el grupo de pacientes que lo rechazaron (p =0,023);
la tasa de incidencia anual fue de 20 y 90 por 100.000 per-
sonas/ano, respectivamente (p = 0,151).

El grupo de Silva y cols. (1) sugiere que la citologia anal
no es el mejor método para realizar un primer abordaje de
cribado, contrariamente a nuestro programa y el de otros
grupos, que se basa en una citologia anal alterada (ASCUS,
LSIL, HSIL) como primer paso, seguida de la realizacion
de anuscopia de alta resolucion (HRA) para diagnéstico y
tratamiento con infrarrojos (o cirugia mayor ambulatorias)
de las displasias de alto grado (AIN II-lll) confirmadas his-
tolégicamente.

Por el momento, no contamos con datos prospectivos, y
estamos a la espera de los resultados finales de un ensayo
clinico para evaluar si esta justificada la implementacion
de un protocolo de despistaje de cancer anal en pacientes
de riesgo que probablemente sera crucial para establecer
la mejor préactica clinica (4). Si que existen programas de
cribado orientados tinicamente a los pacientes hombres
que tiene sexo con hombres (MSM) con infeccion porVIH, a
los que se les realiza una HRA y biopsia en caso de detectar
alguna lesion, sin pasar por una citologia previa.

Nuestro grupo defiende que un algoritmo basado en la
deteccion de casos para realizar HRA mediante citologias
patoldgicas puede tener un impacto positivo en la disminu-
cion de canceres en la poblacion participante, ademas de,
probablemente, ser mas eficiente desde un punto de vista
de economia de la salud (3).

Queremos recalcar, ademas, que las mujeres y probable-
mente los pacientes MSM (sin infeccion por el VIH) son
también una poblacion que tendria que considerarse de
riesgo para ser incluida en estos protocolos de cribado,
segln nuestra experiencia clinica y la de otros grupos (5).

No cabe duda, sin embargo, de que los datos que aporte el
ensayo clinico ANCHOR (4) nos ayudaran probablemente a
responder con mas evidencia cientifica a muchas de estas
preguntas.
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Abstract

Background Anal intracpithelial neoplasia (AIN) (or low/high grade squamous intracpithelial 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

- ﬁ’i;l,';’,‘c'is@gm“_mm 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

and can be classified according to the Richart grading scale
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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 I11-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. I. 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 | 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

(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'aruclcrisl.ics of Study Year Patients Data analysis Study Level of
the sludl§s |nc!uded in the included evidence®
systematic review

Stieretal. [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 Bascline 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 etal. 52 MSM HIV—  HSIL 36 (23-72)
[14] 44 MSM HIV+
Weisetal. [15] 99 M HIV HSIL 40 (27-70)
25 FHIV
42 Untreated
Sireraetal. [16] 45M HIV HSIL (AIN II/ 42 (22-58)
11 FHIV 1)
Goldstone etal. 112 M HIV HSIL 49 (25-78)
[17] 8 F HIV

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 I11-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 HIV, 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%/33% 61%/5% 11%/0 0 16%
Cranstonetal. [13] 0 0 0 0 0 0
Goldstone et al. [14] Most common NE NE NE NE NE
Weis etal. [15] NR NR NR NR NR NR
Sirera et al. [16] 13%/0 4%10 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
different studies included

Study

HSIL at last follow up

Duration follow-up

Developed SISCCA
N (0%)

Stieretal. [12]
Cranston et al. [13]
Goldstone et al. [14]

Weis et al. [15]

Sirera ct al. [16]
Goldstone et al. [17]

38% 12m 0/18 (0%)
36% 47m 0/68 (0%)
HIV+ 18% HIV+ 69 m 0/96 (0%)
HIV- 10% HIV- 48 m

Treated 13% Treated 1.3 y 0/102 (0%)
Untreated 93% Untreated 1.8 y 2/42 (4.8%)
12.50% 25m 0/56 (0%)
Treated 29% Treated 2 y 0/51 (0%)
Untreated 72% Untreated 1 y 0/57 (0%)

HSIL high-grade squamous intraepithelial lesion, H/V 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 aboul 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 heterogencous. 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 it 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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