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Abreviatura

Significado

AAR

Anoscopia de alta resolucion

ADN Acido desoxirribonucléico

ADVP Adiccion a drogas por via parenteral

ARN Acido ribonucleico

ARNm ARN mensajero

ASCC Adenocarcinoma anal de células escamosas
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CE Carcinoma espinocelular

CHC Carcinoma hepatocelular

CIN Neoplasia intraepitelial cervical

CP Céncer de pulmon

CPNM Cancer de piel no melanoma

CPRE Colangio-pancreatografia retrégrada endoscopica

CU Colitis Ulcerosa.

DE Desviacion estandar

ddPCR PCR digital en gotas

E Early (temprana)

E Especificidad

EC Enfermedad de Crohn

EII Enfermedad inflamatoria intestinal

EPOC Enfermedad Pulmonar Obstructiva Cronica

FDA Food and Drug Administration

HSH Hombres que tienen sexo con hombres

HSIL Lesiones intraepiteliales de alto grado

HSIL + Lesiones intraepiteliales de alto grado incluyendo desde HSIL a
cancer de ano

HTLV Linfotrdpico de células T humano

HUVN Hospital Universitario Virgen de las Nieves

IC Intervalo de confianza

IFN Interferén

THC Inmunohistoquimica

INI Inhibidores de la integrasa




IL Interleucina

IP Inhibidores de la proteasa

ISG IFN stimulated genes

ISH Hibridacion in situ

ITIAN Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de los nucledsidos
ITINAN Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de los nucledsidos
ITS Infeccion de transmision sexual

L Late (tardia)

LAMP Ampliacion por loop

LCR Long Control Region (region larga de control)
LH Linfoma de Hodgkin

LSIL Lesion intraepitelial de bajo grado

MAP Proteina activadora de la quinasa mitdgena
MMC Mitomicina C

NDS Neoplasias definitorias de SIDA

NILM Negativo para lesion o malignidad

NNDS Neoplasias no definitorias de SIDA

NK Células Natural Killer

NP12m Numero de parejas sexuales en los tiltimos 12 meses
NPT Numero de parejas sexuales totales

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

PET TAC  Tomografia por emision de positrones
PVVIH Personas que viven con el VIH

QT Quimioterapia

qPCR PCR cuantitativa

RNM Resonancia magnética nuclear

ROS Especies reactivas del oxigeno

RT Radioterapia

RT- qPCR  PCR de transcripcion inversa cuantitativa
RRSS Relaciones sexuales

S Sensibilidad

SIDA Sindrome de inmunodeficiencia adquirida
TAC Tomografia axial computerizada

TAR Terapia antirretroviral

TBC Tuberculosis

TCA Acido tricloroacético

TGF-B Factor de crecimiento transformante beta
TNF Factor de necrosis tumoral

UBE Unidades de bebida estandar

URR Upstream regulatory region

Vo0 Visita basal




ValN Neoplasia intraepitelial vaginal

VEB Virus de Epstein Barr

VHB Virus de la Hepatitis B

VHC Virus de la Hepatitis A

VHS-8 Virus Herpes Simple 8

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana
VIN Neoplasia intraepitelial vulvar

VPH Virus del papiloma humano

VPH-AR Genotipos de Alto Riesgo de Malignidad
VPH-BR Genotipos de Bajo Riesgo de Malignidad
VPN Valor predictivo negativo

VPP Valor predictivo positivo

5-FU

5-Fluorouracilo




Resumen

Objetivos: Analizar el valor de la PCR del VPH de bajo riesgo en el despistaje de
“displasia anal de alto grado (HSIL) y Cancer de ano” (HSIL-plus). Analizar la
tasa de pacientes con LSIL (AIN1) que progresan a HSIL-plus y los factores

relacionados con dicha progresion.

Disefio: Estudio prospectivo, longitudinal, que incluyé de forma consecutiva a
493 HSH-VVIH entre mayo de 2010 y diciembre de 2021, monitorizados durante
43 meses (P25-P75: 12-76).

Material y Meétodos: En la visita basal (V0) se incluian variables clinico-
epidemioldgicas y analiticas relacionadas con el VIH; se realizaba citologia anal
para la deteccion y genotipado del VPH (Linear Array HPV Genotyping Test) y
estudio citologico mediante “thin-layer technique” (Procesador Thin Prep 2000
(Hologic), y anoscopia de alta resolucion (AAR) con el colposcopio Carl Zeiss 150
fc®, (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany). El seguimiento se hacia en funcién del
resultado de AAR (en caso de resultado normal o LSIL(AIN1), anualmente; en
caso de HSIL plus al acabar el tratamiento), y durante el cual se volvian a evaluar
comportamiento sexual, estado viro-inmunoldgico e infeccion por el VPH en la

mucosa anal.

Resultados: la edad media 36 afos, 23,1% tenia CD4 nadir <200 cél/uL y 4,1%
estaba en fracaso viroldgico. 15% habia recibido la vacuna tetravalente del VPH
hacia mds de 5 afios. La mono-infeccion por genotipos de bajo riesgo del VPH en
pacientes con citologia normal descartaba en el 100% de las ocasiones HSIL-plus
(5100%, E 91,9%, VPP 2,9% y VPN 100%). La tasa de pacientes que progresaron
de LSIL a HSIL-plus fue del 4,7% en 12 meses (P25-P75: 12-12). Los factores de

riesgo de progresion LSIL a HSIL-plus fueron la adquisicién de genotipos de



VPH de alto riesgo (HR: 4,15; IC 95%: 1,14-15,03), bajo riesgo [(HR 3,68 IC95%:
1,04-12,94), concretamente con el genotipo 6 (HR: 4,47, IC95%: 1,34-14,91) e
historia de SIDA (HR: 5,81 IC95%: 1,78-18,92).

Conclusiones: La mono-infecciéon por genotipos de VPH-BR en pacientes con
citologia normal no se asocia con lesiones precursoras, ni cancer de ano. La tasa
de progresion de LSIL a HSIL-plus fue inferior al 5% lo que se relacionaba con la
adquisicidon de genotipos de alto y bajo riesgo del VPH (especialmente el 6) e

historia de SIDA.
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Capitulo 1: Introduccion

1. Virus del Papiloma Humano

1.1 Definicién y clasificacion.

El Virus del Papiloma Humano (VPH), es un virus compuesto por una doble
cadena de 4cido desoxirribonucleico (ADN), que pertenece a la familia
Papillomaviridae. Dependiendo del genoma viral y del tropismo por los tejidos,
se distinguen 5 géneros (Alpha, Beta, Gamma, Nu y Mupapillomavirus), en los
que se agrupan las distintas especies del VPH, denominadas con numeros
correlativos. En cada especie se distinguen genotipos (tal y como denominamos
a los distintos VPH de forma mas habitual), de los que se conocen mas de 200. El
género Alphapapillomavirus incluye genotipos que han sido descrito como

precursores de cancer (1).

Desde el punto de vista clinico, los Alphapapillomavirus se dividen en dos
grupos, los de alto riesgo (VPH-AR), que tienen alto potencial oncogénico y son
responsables de las lesiones neoplasicas, y, por otro lado, aquellos que por norma
general no se asocian a lesiones malignas, denominados de bajo riesgo (VPH-BR)
(2). Habitualmente, las lesiones causadas por genotipos de bajo riesgo, son
autolimitadas y la infecciéon puede ser aclarada por el sistema inmune del
huésped, sin embargo, en poblaciones susceptibles, esta condicion puede no
producirse, desarrollando lesiones precancerosas e incluso cancer (3). Por
ejemplo, los genotipos VPH 6 y 11, considerados como de bajo riesgo, o no
oncogénicos, se han detectado en muestras procedentes de cancer de cabeza y
cuello o pene, lo que sugiere su participacion en la carcinogénesis de estas

neoplasias (4,5).
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Los genotipos clasificados como de alto riesgo, en cambio, son responsables de

casi la mitad de todos los canceres inducidos por el virus del papiloma humano

(6).

Las diferentes oncoproteinas virales y sus respectivos objetivos celulares, parecen
ser la mejor explicacion para la variedad de patologias desarrolladas a partir de

una infeccion por VPH de bajo o de alto riesgo (7).

Esta relacion entre los distintos genotipos de VPH y el desarrollo de neoplasias,
pone en evidencia la importancia de estudiar ademas de los factores de riesgo
para la infeccion por dicho virus, la distribucién de estos en funciéon de la
histologia y la correlacion entre la citologia, PCR (reaccién en cadena de la
polimerasa) del VPH de la mucosa y los hallazgos histologicos, asi como la tasa

de aclaramiento y adquisicidon de genotipos oncogénicos (8).

1.2 Factores relacionados con la infeccion del VPH

La infeccion por VPH es la infeccidon de transmision sexual mas frecuente, y el
contacto piel con piel es suficiente para la transmision del virus (9). Hasta el

momento se han descrito los siguientes factores:

1. Los relacionados con la exposicion del huésped al virus: numero de
parejas sexuales a lo largo de la vida, el nimero actual o reciente de
parejas, la frecuencia de las relaciones sexuales u otro contacto intimo piel
con piel, asi como los antecedentes y comportamientos sexuales de las
parejas habituales (10).

2. Los relacionados con la susceptibilidad del huésped: factores genéticos,
alteraciones de la inmunidad congénitas o adquiridas, uso de
anticonceptivos hormonales, paridad, tabaquismo o la existencia de otras

infecciones de transmision sexual intercurrentes (11).
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3. Factores virales: incluyen caracteristicas genéticas (y posiblemente

epigenéticas) del VPH que determinan su capacidad oncogénica (12).

1.3 Patogénesis, infeccion persistente y oncogénesis

El genoma del VPH puede dividirse en 3 secciones funcionales:

- Latemprana (E, del inglés early): esta formada por 7 proteinas virales que
tienen funciones reguladoras en la célula epitelial infectada (E1, E2, E4, E5,
E6, E7, E8);

- Latardia (L, del inglés late): incluye 2 proteinas estructurales (L1 y L2) que
forman la capside viral;

- La LCR (long control region), también llamada URR (upstream regulatory
region): contiene las secuencias reguladoras que controlan la replicacion y

la transcripcion del ADN viral (13).

El VPH entra en el epitelio escamoso a través de microabrasiones, comenzando
su ciclo vital y perpetuando la infeccion a lo largo del desarrollo de las células

epiteliales huéspedes (14).

Tras la infeccidn inicial a las células basales, comienza la fase temprana, con la
expresion de las proteinas E1 y E2, que facilitan el establecimiento de la
replicacion. De esta manera, se dividen de forma simultdanea las células
infectadas, y el ADN viral. La diferenciacién del epitelio induce la fase
productiva del ciclo viral, conduciendo a la activacion de la fase tardia con la
expresion de los genes L1 y L2, asi como altos niveles de E1 y E2 que impulsan la
amplificacion del genoma viral (15).

Una vez que se completa la amplificacion del ADN viral, E2 se une a sitios dentro
de la URR para reprimir la expresion de proteinas tempranas y cesar la actividad
del ciclo celular, lo que permite la diferenciacién de los queratinocitos y la

expresion de las proteinas estructurales tardias L1 y L2. Esta etapa productiva
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tardia abarca la encapsidacion del genoma viral, la maduracion de la progenie
del virus y el desprendimiento de las células superficiales colmadas de nueva
progenie infecciosa de la superficie epitelial. La fase vegetativa se acompana de
la expresion de grandes cantidades de E4, una proteina viral de funcion mal
definida pero que contribuye a la eficiencia de esta fase del ciclo de vida del virus
(16). Para que todo el proceso culmine, juega un papel clave en la persistencia y
en la finalizacion del ciclo de vida del virus, el hecho de evitar la activacion de la
respuesta inmunitaria innata durante el curso de la infeccién. Actualmente se
conocen algunos mecanismos por los cuales el VPH desregula la respuesta
inmunitaria innata, como son la interferencia en la produccién de interferén
(IFN) o el bloqueo de la expresion de los genes estimuladores de INF (ISG=IFN
stimulated genes) (17).

El VPH ha desarrollado estrategias para facilitar la replicacion y el
mantenimiento del genoma viral dentro del epitelio. Los genotipos de alto riesgo,
utilizan las proteinas accesorias virales E5, E6 y E7 para adaptarse a nichos
ecologicos especificos, establecer un entorno celular favorable para la replicacion
y persistencia viral, y evadir los programas de inmunovigilancia, protegiendo el
genoma viral de las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas del huésped a
lo largo del ciclo infeccioso (18).

La activacion de estos mecanismos de evasion permite la persistencia de la
infeccion, de manera que, si bien la mayoria de las infecciones por el VPH son
transitorias y desaparecen en un par de afios después de la exposicion, entre el
10 y el 20 % de las infecciones persisten de forma latente, lo que conduce a la
progresion de las lesiones y, en ultima instancia, a diversas formas de cancer

invasivo (19).

1.4 Lesiones asociadas a la infeccién por VPH

La infeccion por VPH tiene un papel fundamental tanto en enfermedades

dermatologicas y de transmision sexual, como en algunos de los canceres mas
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frecuentes y con mayor repercusion en todo el mundo (20). De manera que, la
infeccion persistente por los genotipos oncogénicos del VPH es responsable
aproximadamente del 5% de los canceres humanos. Siendo principalmente los
genotipos de alto riesgo no solo responsables de la mayoria de los casos de cancer
de cérvix, sino también de una parte nada despreciable de los canceres de vulva,
vagina, pene, ano, cabeza y cuello (21).

En la patologia ginecoldgica es el segundo patdogeno mas comunmente
identificado y el primero en causar cancer en esta esfera. El cancer de cérvix en la
poblacion general, es el segundo mas frecuente en mujeres tras el de mama y el
tercero mas prevalente. En su desarrollo se han identificado 17 genotipos de alto

riesgo del VPH (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73, 82) (22).

En Estados Unidos, se diagnostican anualmente en torno a 44000 casos nuevos
de canceres asociados a VPH y cerca de 34800 de estos son terminales. En
mujeres, casi el 50% son cervicales mientras que, en hombres, el cancer
orofaringeo es el mayormente asociado a la infeccion por VPH (23). En Estados
Unidos ahora es ahora la neoplasia maligna mas comun relacionada con este
virus, afectando a un grupo demografico completamente diferente al de las

personas con cancer orofaringeo VPH negativo (24).

El cancer anal, por otro lado, solia representar una neoplasia relativamente poco
comun en poblacion general, sin embargo, su incidencia se ha visto incrementada
en las ultimas décadas, asociado en el 97% a la infeccion por VPH vy
fundamentalmente en hombres que tienen sexo con hombres (HSH) e
inmunodeprimidos [especialmente las personas que viven con el VIH (PVVIH)]

(25).

El resto de canceres genitales (pene, vulva y vagina), son entidades poco
frecuentes, relacionadas con la infeccion por VPH en un porcentaje que oscila

entre un 40 y 50% (26).
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1.5 VPH en personas que viven con el VIH

Las personas que viven con el VIH (PVVIH) tienen mayor riesgo de estar
infectados por el VPH que la poblacion general debido a la inmunodeficiencia
conferida por el VIH, que ademas facilita la persistencia y/o la reactivacion de la
infeccion por el VPH (27). El grado de inmunosupresion es también un factor
importante, segin un estudio realizado en Rumania, en el que las mujeres con
VIH y cifras de CD4 por debajo de 200, tenian un riesgo hasta 9 veces mayor de
estar coinfectadas con el VPH que aquellas con un mayor namero de CD4 (28).
También en una cohorte espafiola de HSH VVIH, el andlisis de factores de riesgo
para la infeccion por VPH-AR, identifico el NADIR menor de 200 como factor de

riesgo para la infeccidon por serotipos oncogénicos (29).

En general, los genotipos de VPH no varian de los identificados en personas
seronegativas, si bien, existe una mayor tasa de persistencia de la infeccién por
VPH especialmente de los subtipos oncogénicos (30). En una revision
internacional recientemente publicada sobre incidencia y aclaramiento del VPH
en el canal anal, las PVVIH presentaron una mayor incidencia de genotipos de

alto riesgo, en especial el VPH-16, asi como una menor tasa de aclaramiento (31).

La coinfeccion aumenta el riesgo de lesiones premalignas y malignas, son
especialmente frecuentes las displasias anales y cervicales, con un incremento
destacable de neoplasias relacionadas con el VPH en PVVIH, incluyendo

orofaringe, vagina, vulva y pene, tras el inicio del TAR (32).

El metaanalisis publicado por Stelzle et al., concluyd que las mujeres que vivian
con el VIH tenian 6 veces mayor riesgo de desarrollar cancer de cuello uterino
con respecto a las seronegativas; por otra parte, en todas ellas la infeccion por
VPH era siempre la causa subyacente de dicho cancer, quiénes ademas tenian

mas probabilidades de adquirir la infeccion y de no aclararla (33).
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La displasia anal también esta relacionada con la infeccion por VPH siendo
comun tanto en HSH-VVIH como en mujeres, en las que la infeccién cervical por
VPH aumenta el riesgo de infeccion también en el canal anal (34). En un
metaanalisis de prevalencia del VPH en el canal anal de mujeres, en relaciéon a su
presencia cervical, la prevalencia del VPH-AR en el canal anal de mujeres VIH
negativo con VPH-AR cervical positivo fue del 43%, con un aumento de dicha

prevalencia hasta el 62% en mujeres VIH positivas (35).

En el estudio de Farahmand et al., la prevalencia del VPH fue significativamente
mayor en los HSH VIH-positivos que en seronegativos. Siendo el VPH-16 el
genotipo detectado con mayor frecuencia en ano, cavidad oral y pene de los HSH
(36).

También un estudio multicéntrico americano reveld un riesgo mayor tanto de
infeccion por VPH como de su persistencia en la cavidad oral significativamente
mayor en adultos con VIH, sobre todo en aquellos con una mala situacion viro-
inmunoldgica (37). Si bien la prevalencia del VPH en la cavidad oral es menor
que en otras localizaciones como el canal anal, en este caso, la TAR parece ser un

factor protector seguin un reciente estudio espafiol (38).

El inicio temprano de una TAR efectiva juega, por tanto, un papel fundamental
en el control de la infeccion por VPH en PVVIH, sin embargo, ante la mayor
prevalencia del virus en esta poblacion, es igualmente importante establecer
medidas de prevencion tanto primarias (vacunaciéon) como secundarias

(screening) especificas (39).

1.6 Métodos de deteccion del VPH.

La deteccion del papillomavirus es importante para el diagndstico, prevencion y

tratamiento de las lesiones. Las técnicas utilizadas varian poco en funcion de la
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localizacién del virus. El cdncer de cuello uterino se diagnostica comtinmente
mediante citologia de base liquida, seguida de pruebas de VPH utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa de ADN (PCR), inmunohistoquimica (IHC)
de p16 o hibridacién in situ de ADN/ARN. En los canceres de cabeza y cuello se
diagnostica cominmente mediante p16 IHC o por PCR de transcripcion inversa
cuantitativa (RT-qPCR) de las oncoproteinas E6 y E7 del VPH-16. La PCR digital
en gotas es un método ultrasensible y muy preciso de cuantificacion de acidos
nucleicos para el analisis de biomarcadores y se ha utilizado para detectar el VPH

oncogénico en canceres de orofaringe y cuello uterino (40).

La prueba de Papanicolaou es uno de los logros mas importantes en la deteccion
y prevencion del cancer, habiéndose utilizado como método de screening desde
1950. Se trata de una prueba sencilla y practica, basada en la observacion de la
morfologia nuclear aberrante de las células malignas, consecuencia de la pérdida
o reduccion de la envoltura nuclear y de las proteinas estructurales de la ldmina,
lo que las distingue perfectamente de las células benignas, que presentan una

forma lisa y ovalada (41).

El reconocimiento del papel de VPH en el desarrollo del cancer de cuello uterino
entre otros, hace necesaria su deteccidon. La identificacion del VPH aumenta la
sensibilidad en la deteccion de lesiones precancerosas, aunque con una
especificidad algo menor que la citologia. Por esta razon surgio el “co-testing”,
pues la realizacion de ambas pruebas proporciona una mayor seguridad en la
ausencia de lesiones, si bien posteriormente se acepto la deteccion del VPH como
meétodo primario de screening, debido a su seguridad y reduccion de las pruebas

a realizar con la consecuente disminucién del gasto (42).

Teniendo en cuenta la importancia de la deteccion del VPH y biomarcadores

relacionados, se han desarrollado diversos métodos con este fin (43):
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Técnicas de deteccion molecular:

o Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR): Es una prueba de

amplificacion selectiva, capaz de aumentar las secuencias de VPH
presentes en muestras bioldgicas de forma exponencial y
reproducible. La sensibilidad y especificidad de los métodos
basados en la PCR varian dependiendo de los procedimientos de
extraccion del ADN, la procedencia y tipo de la muestra clinica, su
transporte y almacenamiento, y el rendimiento de la ADN
polimerasa utilizada en el procedimiento (44).

PCR cuantitativa (qPCR): proporciona la deteccion del VPH, asi
como una cuantificaciéon de la carga viral. Esta técnica es mas
reproducible, rapida y aplicable a las muestras clinicas que otras
pruebas basadas en la PCR. Ofrece una sensibilidad y especificidad
de deteccion y cuantificacion de los subtipos de VPH en una gran
cantidad de muestras, incluyendo tejido fresco, congelado, o
muestras celulares (45).

PCR de transcripcién inversa cuantitativa (RT-qPCR): La detecciéon
mediante RT PCR del ARNm E6/E7 del VPH tiene una sensibilidad
del 97% y una especificidad del 100%, y algunos autores la
consideran el gold standar para diagnosticar el cancer de cabeza y
cuello relacionado con el VPH, pero requiere de muestras frescas o
congeladas y es técnicamente exigente, por lo que no es tutil para la
deteccion de rutina (46).

PCR digital en gotas (ddPCR): La ddPCR cuantifica la cantidad
absoluta de moléculas de acido nucleico diana encapsuladas en
particiones de gotas de agua en aceite definidas volumétricamente.

Su a alta sensibilidad, especificidad y cuantificacion absoluta para
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la medicion del ADN diana son especialmente interesantes para la
deteccion del VPH (47).

o La Amplificacién por loop (LAMP) es un método isotérmico de
amplificaciéon rapida del ADN con alta especificidad. Su
simplicidad y necesidad de minima extraccion y purificacion del
ADN, asi como su bajo coste, hace que se pueda implementar en
areas de escasos recursos o acceso reducido a la atencion médica
(48).

- Deteccion mediante técnicas de hibridacion: La hibridacion in situ es una
técnica que se utiliza para detectar secuencias de nucledtidos en células,
secciones de tejido e incluso tejido completo. Este método se basa en la
union complementaria de una sonda de nucle6tidos a una secuencia diana
especifica de ADN o ARN (49):

o Hibridacion in situ del ADN (ISH de ADN): es una técnica de
amplificacién de sefiales que utiliza sondas de ADN marcadas
complementarias a las secuencias de ADN viral objetivo. Las
sondas de ADN pueden hibridar secuencias de ADN especificas de
uno o varios tipos de VPH para detectar una amplia gama de
genotipos (50).

o Hibridacién in situ del ARN (ISH de ARN): El desarrollo de sondas
de hibridacién in situ complementarias al ARNm de E6/E7 permite
la visualizacion directa de transcripciones virales en tejidos
procesados. Esta prueba puede confirmar tanto la presencia de
VPH en las células tumorales como su actividad transcripcional
(51).

- Inmunohistoquimica pl6: La sobreexpresion de plé se acepta como
diagnostico alternativo al ser un biomarcador de actividad de trascripcion

en la infeccion oncogénica por el VPH. Se trata de una técnica bastante
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especifica, siendo el método mas popular y coste-efectivo para detectar la

infeccion por VPH-AR (52).

1.7 Prevencion y tratamiento.

Se cree que la mayoria de los canceres relacionados con el VPH son causados por
la transmision sexual del virus, por lo que la actividad sexual o no usar proteccion
de barrera se han identificado como factores de riesgo de infecciones persistentes
por VPH (53). Siendo, por tanto, el uso del preservativo y la frecuencia de las
relaciones sexuales factores de comportamiento modificables que deben incluirse
en las medidas preventivas para reducir la incidencia del VPH (54). Sin embargo,
la transmision del virus requiere contacto piel con piel, piel-mucosa, o contacto
mucosa-mucosa para el cual no es estrictamente necesario que el contacto sea
sexual (55), por lo que la proteccion de barrera como el preservativo, no es una

medida completamente eficaz (56).

El tabaquismo, por otro lado, es también un factor cuyo abandono reduciria el
riesgo asociado (57). Un estudio publicado en agosto de 2022 sefialaba que los
fumadores activos tenian una mayor prevalencia, persistencia e incidencia de
VPH en comparacion con los que nunca habian sido fumadores (58).

Otros estudios abalan que intervenciones como la circuncision masculina es
efectiva para reducir la incidencia de infeccion por VPH en hombres (59,60).

La prevencion del VPH también es factible a través de la vacunacion, que brinda
proteccion contra los subtipos de VPH mas frecuentes y las lesiones
precancerosas relacionadas (61).

Existen cuatro vacunas frente al VPH disponibles en el mercado, todas ellas con
multiples estudios que han demostrado eficacia, seguridad e inmunogenicidad
en la prevencion de enfermedades relacionadas con el virus. A continuacion en

la tabla 1 se describen las principales caracteristicas de las cuatro (62).
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Tabla 1. Tipos de vacunas comercializadas frente al VPH.

Tipo de Serotipos Nombre | Grupo al que va Indicaciones
vacuna incluidos | comercial dirigida
Cervarix | Mujeres y nifias | Prevencion de cancer cuello uterino, CIN
entre los 9 — 25 grados -1l y adenocarcinoma in situ
) HPV-16 afos causados por el HVP 16 y 18.
Bivalente HPV-18 Mujeres y nifias Prevencién de cancer cuello uterino, CIN
) entre los 9 - 45 grados I-1Il y adenocarcinoma in situ
Cecolin afios causados por el HVP 16 y 18.
Prevencion de:
- Céncer vulvar y vaginal
. .~ - Céancer de cuello uterino
Mujeres y nifias .
entre 1os 9 — 26 - Verrugas genitales
Afos - CIN grados I-1II
VPH-6 - Adenocarcinoma in situ cervical
VPH-11 : - VIN grados II-III
Tetravalente VPH-16 Gardasil i VaINggra dos TIIII
VPH-18 - AINILII
Hombres y Prevencion de: '
nifios entre 9-26 ) V?rrugas gerutale.s
Afios - Céncer anal y lesiones
premalignas asociadas a los VPH
6,11,16y 18
Prevencion de:

- Cancer cervical, vulvar, vaginal,
anal, orofaringeo y otros tumores
de cabeza y cuello, relacionados

Mujeres y nifias con los serotipos 16, 18, 31, 33, 45,
52y 58 del VPH.
entre los 9 - 45 .
VPH-6 A0S - Verrugas genitales causadas por
VHP-11 los serotipos 6 y 11 del VPH.
VPH-16 - CIN grados I-1II
VPH-18 - Adenocarcinoma in situ cervical
Nonavalente | VPH-31 Gardasil-9 - VIN grados II-1I
VPH-33 - ValN grados II-11I
VPH-45 - AN grados I-1II
VPH-52 Prevencion de:
VPH-58 Hombres y - Cancer anal, orofaringeo y otros
nifos entre los tumores de cabeza y cuello,
9-45 anos relacionados con los serotipos 16,

18, 31, 33, 45, 52 y 58 del VPH.

- Verrugas genitales causadas por
los serotipos 6 y 11 del VPH.

- AN grados I-II

VPH: virus del papiloma humano; CIN: neoplasia intraepitalial cervical, VIN: neoplasia intraepitelial
vulvar, ValN: neoplasia intraepitelial vaginal; AIN: neoplasia intraepitelial anal.
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La tultima vacuna en comercializarse ha sido la nonavalente que podria prevenir
hasta el 87,4% de los canceres en area genital femenina y hasta el 90% de los
canceres relacionados con el VPH (63).

Todas las vacunas desarrolladas hasta ahora, han sido evaluadas, autorizadas y
recomendadas para un programa de vacunacion de 3 dosis, tema controvertido
pues, un programa de vacunacién de dosis Unica incluiria una administracion
simplificada que ahorraria costes y mejoria la aceptabilidad, ademas de permitir
que mas paises lo introdujeran (64). La mayoria de estudios posteriores no han
encontrado diferencias estadisticamente significativas entre dos y tres dosis y
casi la mitad de ellos encontraron efectividad en la pauta de dosis tnica (65).
Por esto, existen estudios que comparan la eficacia e inmunogenicidad de las
diferentes pautas de dosificacion, y sugieren una buena proteccion de la dosis
Unica frente al VPH, si bien son necesarios otros que aborden especificamente
este tema (66).

Las PVVIH tienen un mayor riesgo de infeccidon, enfermedad y canceres
relacionados con el VPH en comparacion con las personas seronegativas debido
a la inmunodeficiencia y a la inflamacion persistente producidas por el VIH (67).
De ahi la importancia de vacunar a esta poblacién contra el VPH, pues puede
ayudar a reducir la carga de canceres relacionados con el virus (68).

Un reciente metaanalsisis realizado sobre la vacunacion en PVVIH, demostro la
seguridad de las vacunas frente al VPH y el desarrollo de una respuesta

inmunitaria inicial sélida en esta poblacion (69).

En conclusion, la prevalencia del VPH en PVVIH y la susceptibilidad de esta
poblacién a la infeccion permanente por el virus, especialmente por genotipos
AR, crean la necesidad de establecer un protocolo de prevencién a la
diseminacion del virus, con un calendario vacunal de género neutro, que ofrezca
una proteccion universal ante el desarrollo de lesiones premalignas relacionadas

con el VPH.
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2. Neoplasias no definitorias de SIDA.

2.1 Antecedentes.

Desde el inicio de la pandemia del VIH, las neoplasias han sido una causa
importante de morbi - mortalidad en esta poblacion. Tres de las neoplasias
calificadas como definitorias de SIDA (NDS) estan causadas por virus
oncogénicos: el Sarcoma de Kaposi y el Linfoma No-Hodking relacionados
ambos con la infeccion crénica por el Virus de Epstein Bar (VEB), y el cancer de
cuello uterino con la infeccion persistente por el VPH (70).

Tanto el sarcoma de Kaposi como algunos tipos de linfomas B, se presentan
habitualmente en pacientes con cifras bajas de linfocitos CD4+ (<200 cél/uL) (71).
Antes del descubrimiento de la terapia antirretroviral (TAR) estas neoplasias se
diagnosticaban hasta en un 30% de pacientes con SIDA, mientras que, tras su
introduccion, la incidencia cayéo mas de un 70% (72). Dado que la TAR ha
mejorado la supervivencia de las personas que viven con el VIH, las casusas de
morbilidad y mortalidad han cambiado en las tltimas décadas en paises
desarrollados, creciendo en importancia las neoplasias no definitorias de SIDA
(NNDS), hasta el punto de que el cancer es una de las principales causas de
muerte en dichos sujetos (73). El cancer de pulmon, ano, higado y el linfoma de
Hodgkin representan la mayoria de los casos de NNDS (74).

Por ultimo, resefnar que existen estudios que asocian la infecciéon por VIH con un
diagndstico mas tardio, en edades mads tempranas y con diferencias en
tratamiento y resultados (75). Segin una revision publicada en 2021 por
Pumpalova et al. (76), las PVVIH con neoplasias malignas gastrointestinales
tenian menos probabilidades de recibir tratamiento frente al cancer, y tenian una
mortalidad mas alta por todas las causas que los seronegativos. Esto recalca la

necesidad de investigar los efectos de dicha infeccion en la mortalidad especifica
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por cancer, ademas de la necesidad de mejora en la deteccion precoz en esta

poblacion que genere mejores resultados de salud y calidad de vida (77).

2.2 Relacién VIH y cancer.

La cronificacion de la infeccion por el VIH gracias a la eficacia del TAR, ha
desembocado en un aumento de la esperanza de vida en esta poblacién, que ha
invertido la balanza en la prevalencia de las NDS frente a las NNDS (78).

El riesgo de cancer en PVVIH depende de numerosos factores, entre los que se
encuentran factores de riesgo tradicionales, como las infecciones por virus
oncogénicos, o el estado de la propia infeccion VIH (79). Incluso se ha planteado
que la propia terapia antirretroviral pudiera estar relacionada con el incremento
del desarrollo de algunas neoplasias no definitorias de SIDA, pero no por efecto
directo adverso de los antirretrovirales sino por el aumento en la supervivencia
(80), ya que los antirretrovirales han demostrado ser potencialmente

antineoplasicos (81).

El tabaquismo es mas frecuente en PVVIH que en la poblacién general, y por ello,
tienen un riesgo mayor de padecer complicaciones relacionadas con el tabaco,
entre ellas, el cancer (82). Estudios recientes han sefialado la creciente incidencia
de neoplasias de pulmon, cabeza y cuello, anal y cervical en pacientes VIH
fumadores, por lo que el abandono del tabaco podria ser una medida preventiva
crucial en esta poblacion (83).

Un importante numero de virus tienen efecto oncogénico para el ser humano,
habiéndose establecido claramente su papel en el desarrollo de determinadas
neoplasias por diferentes mecanismos. Es el caso de virus como el Epstein-Barr
(VEB), Virus de la Hepatitis B (VHB), Virus de la Hepatitis C (VHC),
Papillomavirus (VPH), Herpervirus 8 (VHS-8) o HTLV-1 (Linfotropico de células
T humano-1) (84). En personas cuyo sistema inmune se ve comprometido, este

mecanismo de desarrollo de neoplasias, adquiere aun mayor importancia,
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particularmente en PVVIH ya que el virus, ademads de deteriorar la inmunidad
del huésped, participa de manera activa en la génesis tumoral (85).

Se desconoce como la infeccion por VIH aumenta el riesgo de cancer mediado
por oncovirus en pacientes coinfectados. Por un lado, la infecciéon por el VIH
provoca una inflamacion crénica permanente que se asocia con el desarrollo de
neoplasias (86), y por otro, el VIH altera el microambiente tumoral suprimiendo
la apoptosis, iniciando la angiogénesis, y estimulando las vias de senalizacion de
las células tumorales, lo que lleva al crecimiento, la proliferacién y la invasion
del tumor (87).

Por ultimo, la inmunosupresion inducida también juega un papel importante en
el desarrollo de estas patologias. El estadio SIDA al diagnostico, cifras de CD4
menores de 200 cél/uL tras 6 meses de TAR, un Nadir o un recuento bajo
persistente de CD4 (<200 cél/uL), asi como una disminucion de la ratio CD4/CD8
(<0.5) estan relacionados con el riesgo de neoplasias, tanto definitorias, como no

definitorias de SIDA (88).

2.3.Linfoma de Hodgking.

El riesgo relativo de Linfoma de Hodgking (LH) en PVVIH es de 5 a 26 veces
mayor que en la poblacidn general, con una incidencia estimada de alrededor de
50 casos por 100 000 personas por afio (89). Inicialmente con la introduccién de
la TAR, se observé un aumento en la incidencia, sin embargo, esta parece haberse
mantenido estable en los ultimos afios. En cuanto a su etiopatogenia, existen
algunas caracteristicas diferenciales resultantes de la coinfeccion del VIH y el
VEB, y la diferente composicion del microambiente en comparacion con los
pacientes seronegativos (90). En las PVVIH con respecto a la poblacion general
las células neoplasicas son positivas para VEB practicamente en su totalidad; y
en cuanto a las diferencias en el microambiente, existe un mayor ntiimero de

células T CD8 positivas, lo cual invierte el cociente CD4/CD8 y, un menor nimero
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tanto de CD561 (natural killer -NK-) como de CD571 (células T diferenciadas y
células NK maduras) (91).

El diagndstico requiere la identificacion anatomopatoldgica, idealmente
mediante biopsia escisional de un ganglio linfatico afectado, junto con una
evaluacion clinica y un estadiaje adecuado (92).

Los linfomas asociados al VIH se pueden tratar con éxito con dosis estandar de
quimioterapia sin efectos tdxicos graves; incluso las dosis altas de quimioterapia
y el trasplante autélogo de células madre son bien tolerados, ya que la TAR, al
reducir la replicacion del virus del VIH, restaura el deterioro inmunologico,
reduciendo las infecciones oportunistas y mejora tanto la respuesta al

tratamiento, como la supervivencia general y las tasas de remision completa (93).

2.3 Cancer de Pulmon.

Dentro de los pacientes con VIH, se estima que la incidencia de cancer de pulmén
(CP) es aproximadamente de 2 a 4 veces mayor que en la poblacion general (94).
Suelen presentar, una enfermedad avanzada al diagnodstico (estadios III-IV) que
suele realizarse a una edad mds temprana y tienen, en general, una supervivencia
inferior, comparado con la poblacién no infectada por el VIH (95). La distribucion
de las variantes histologicas, sin embargo, es similar a la de la poblacion general
(96).

El cancer de pulmon dentro de las neoplasias no definitorias de SIDA en PVVIH
no tiene una confeccidn viral conocida en su etiologia (97). El aumento de la
incidencia de esta neoplasia estd en relacion en mayor medida con factores de
riesgo tradicionales tales como el tabaquismo, la enfermedad pulmonar

obstructiva cronica (EPOC) o la edad, ademas de los relacionados con la propia
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capacidad per sé oncogénica (98).

HIV infection

Lung infections
Chronic lung diseases

4

Oncogenic activities

A4

l

I Immunosuppression l

l

Chronic immune
activation

— | tumor suppressor p53
— Mutations in KRAS

— DNA methylation

— 1 proliferation

— | apoptosis

— Chronic CD4* T-cell
cytopathicity

— Activation-induced cell
death

— CD8* T-cell cytotoxicity

l

— Cytokines (TNF, TGF-B,
IFN-y, IL-10)

— ROS, Arginase

— Death receptor ligands

infecciéon por el VIH que provoca inmunosupresion, inflamacién, y tiene

— Leukocyte telomere
shortening

l

| Lung cancer |

g |

1
1
A4

Microbial
translocation

Tomado de Mena A et al (99)

TNF: factor de necrosis tumoral; TGF-: factor de crecimiento transformante beta; IFN-y: interferon
gamma; IL-10: interleucina 10; ROS: especies reactivas del oxigeno.

De nuevo el diagnodstico y el tratamiento en el cancer de pulmén en PVVIH, no
difiere del manejo en personas no infectadas. La cirugia es una opcion a tener en
cuenta en aquellos estadios locales o localmente avanzados e igualmente la
radioterapia es una alternativa terapéutica cuando estd indicada, siempre
prestando atencion a los posibles efectos adversos (100).

La quimioterapia también es un tratamiento generalmente bien tolerado. En
PPVIH es importante evaluar la medicacion debido a que los agentes
antineopldasicos de eleccion pueden tener interacciones farmacoldgicas, por lo
que es importante seleccionar bien la TAR en estos casos, ya que debe mantenerse

a lo largo del tratamiento del cancer de pulmén en PVVIH (101).
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Por otro lado, en los tltimos anos, la inmunoterapia se ha convertido en una gran
aliada en el tratamiento de diferentes neoplasias, entre ellas, el cancer de pulmon.
En PVVIH, puede ser también una gran opcién de tratamiento, pues parece ser
tan efectiva como en la poblacion general, para lo que se hace necesario un
abordaje integral con oncélogos y especialistas en enfermedades infecciosas con

un estrecho seguimiento del estado inmunologico de los pacientes (102).

Dado que las PVVIH tienen una mayor morbimortalidad por cancer de pulmon,
la inclusion de esta poblacién en programas de deteccion precoz debe ser
considerada (103); en este sentido, la intervencion sobre el abandono del tabaco
es clave, si bien también podria resultar beneficioso en estos pacientes, la
realizacién de un programa de screening mediante tomografia computarizada de

baja radiacion (104).

1.3. Carcinoma hepatocelular.

El carcinoma hepatocelular (CHC) representa aproximadamente el 90% de los
casos de cancer de higado primarios, con una incidencia de 850 000 nuevos casos
por afno, entre sus principales factores de riesgo se encuentran la infeccion por
los virus de la hepatitis B y C (105).

A pesar de esta clara evidencia epidemiologica, el mecanismo de
hepatocarcinogénesis viral ain no se comprende en su totalidad, postulandose
por un lado que la inflamacién crénica durante un largo periodo de tiempo
puede ser cancerigena independientemente del desencadenante inicial (virus,
alcohol, hemocromatosis, etc); y por otro la accion directa de las oncoproteinas
virales (106). En cualquier caso, tanto el VHB como el VHC son importantes
factores de riesgo en el desarrollo del CHC y ambas infecciones han sido muy
frecuentes entre las PVVIH (107). Por otro lado, se ha debatido sobre el papel del
VIH como factor de riesgo independiente sobre el desarrollo del CHC llegando a

la conclusién de que el efecto carcinogénico lo ejerce en sinergia con los virus
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hepatotropos a través de la inmunodeficiencia. El deterioro de las respuestas
naturales de las células T CD4 y CDS8, asi como de los procesos de presentacion
de antigenos, afecta a la cinética viral tanto del VHB como del VHC, favoreciendo
la replicacion viral y una progresién mas rapida hacia la fibrosis, la cirrosis y,
tinalmente, la malignidad (108).

Los métodos diagnosticos no difieren de los utilizados en la poblacion
seronegativa, si bien, las PVVIH son un grupo de riesgo prioritario en el que
aumenta la importancia de validar estrategias de vigilancia estrecha para el
diagnostico temprano de la enfermedad; entre ellas se propone la ecografia
abdominal semestral, y la determinacion de la alfa-fetoproteina con el objeto de
identificar pacientes en etapa temprana que puedan beneficiarse de terapias
curativas (109).

Las opciones de tratamiento para el CHC en PVVIH estan sujetas a la
estadificacion del tumor, la funcidn hepatica y el estado de salud, al igual que en
poblacion general, el estado seroldgico no influye en la eleccion del tratamiento,
si bien, algunas terapias mas recientes, como las locorregionales, requieren aun
de mas estudios para confirmar su éxito en esta poblacion (110).

Otro punto controvertido en el tratamiento del CHC es la inmunoterapia, con
resultados favorables (111), y otros no tan alentadores (112), resultados que
generan la necesidad de evaluar terapias novedosas para el CHC entre las PVVIH
(113).

En cuanto al trasplante hepatico como opcidn terapéutica, parece ser igualmente

exitoso que en pacientes VIH negativos (114).

1.4. Cancer de piel no melanoma.

El carcinoma de células basales o basocelular (CB) y el carcinoma de células

escamosas, o espinocelular (CE), representan las dos neoplasias malignas de la
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piel mas comunes y se agrupan bajo el término genérico de cancer de piel no

melanoma (CPNM) (115).

Los CPNM, constituyen el grupo mds grande de neoplasias no definitorias de
SIDA vy los factores de riesgo que los predisponen son los mismos que en VIH
negativos, anadiendo, en PVVIH, la edad mayor de 40 afios, una mayor duracion
de la enfermedad y antecedentes de infecciones oportunistas (116). Si bien suelen
presentar subtipos histologicos mas agresivos, los CPNM no parecen estar
significativamente asociados con el estado inmunoldgico o la TAR (117).

Algo mas discutida es la implicacion del VPH como virus oncogénico en el
desarrollo de lesiones dérmicas; por un lado, la mayor tasa de CE sobre CB en
PVVIH, podria explicarse por la implicacion de este virus, sin embargo, la
identificacion del material genético del VPH en las lesiones es erratica, y por otro
su mayor prevalencia en esta poblacién no determina causalidad, por lo que esta
asociacion aun resulta controvertida (118,119). En cualquier caso, el VPH
requiere de la accion sinérgica de la radiacion ultravioleta para la oncogénesis,
por lo que, la prevencion en este caso radica en evitar la exposicion y utilizar
protectores solares (120); de esclarecerse el papel del VPH en el desarrollo de
CPNM, la vacunacion frente al citado virus seria interesante (121,122).

La evaluacion dermatologica es fundamental para el diagndstico precoz de los
canceres de piel, tanto CPNM como melanoma, especialmente teniendo en
cuenta el aumento de la esperanza de vida en las PVVIH en tratamiento con un
TAR eficaz (123).

La presentacion clinica del CPNM es, generalmente, idéntica a la descrita en
personas inmunocompetentes, aunque con un curso mas agresivo, un
diagnodstico mas tardio y una supervivencia mas corta, lo cual requiere de un
tratamiento agresivo desde el inicio. Este incluye la escision quirtrgica siempre
que sea posible, tratamiento de radio y quimioterapia en regimenes que no

difieren de los utilizados en la poblacion VIH negativa y por ultimo la
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inmunoterapia, que ha demostrado ser un tratamiento eficaz en los canceres
relacionados con el VIH (124).

Tanto en el CPNM como en el resto de neoplasias, los programas de deteccion
precoz en PVVIH son ampliamente beneficiosos para mejorar el pronodstico de
cualquiera de ellas, y, sin embargo, a pesar de ser imprescindibles en el cuidado

de la salud de esta poblacion, atin no estan del todo definidos (125).

Como vemos, la TAR ha modificado por completo el espectro de enfermedades
asociadas al VIH sobre todo en la prevalencia de las neoplasias. La mejora del
estado inmunoldgico de estos pacientes los hace menos susceptibles a patologias
clasicamente relacionadas con el SIDA, pero estan igualmente expuestos al
desarrollo del cancer que la poblacion general, siendo incluso mas susceptibles a
aquellos en los que una infeccién viral participa en la oncogénesis. La prevencion
primaria en estilo de vida y supresion de factores de riesgo modificables, asi
como los programas de screening para el diagnostico temprano de estas
patologias son indispensables en las PVVIH, quienes precisan ademas de una
vigilancia viruinmunoldgica estrecha con una valoracién integral por personal

especializado.
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3. Cancer de ano.
3.1. Epidemiologia.

El cancer de ano (CA) es una neoplasia rara, si bien se ha producido en la altima
década un aumento de la incidencia del 2,7% anual (126). En PVVIH, su
incidencia aumenta hasta 30 veces, y es 80 veces mayor en hombres que tienen
sexo con hombres seropositivos (HSH- VVIH), con una supervivencia
superponible a la de la poblacién general (127), siendo del 68,7% a los cinco afios

(128).

3.2. Factores de Riesgo.

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de esta neoplasia, se han
encontrado clasicamente la enfermedad inflamatoria del intestino (EII): el Crohn

(EC) y la colitis ulcerosa (CU), consecuencia de un estado inflamatorio (129).

Por otro lado, el desarrollo de cancer anal esta fuertemente asociado con la
infeccion por VPH, al que se le atribuye el 91 % de los casos.

Las practicas sexuales que aumentan el riesgo de transmision de este virus, como
las anales receptivas, multiples parejas, asi como los antecedentes de displasia o
cancer de vulva, vagina o cuello uterino, también han sido asociadas con dicha
neoplasia (130).

El riesgo de CA aumenta con la edad, el tabaquismo, o la inmunosupresion, en
pacientes trasplantados, o infectados por el VIH, ya que se facilita la persistencia
de la infeccion por VPH (131).

Estudios de cohortes han relacionado el grado de inmunodepresion con la
incidencia de CA en PVVIH, de manera que el nadir y el CD4 acumulado pueden
representar marcadores utiles para identificar aquellos con mayor riesgo (132).
Un nadir de CD4 menor de 200 células/mm3 o la mayor duracion de cifras de

CD4 < 200 células/mm3 estan relacionadas con riesgo incrementado de CA,

33



constituyendo en la actualidad una de las neoplasias no definitorias de SIDA mas

frecuentes en PVVIH (133).

3.3. Clasificacion y nomenclatura.

El adenocarcinoma anal de células escamosas (ASCC) es el tipo histoldgico mas
comun, y, en el 90% de las ocasiones se relaciona con el VPH (134). En este
sentido, al estar el virus implicado, la oncogénesis del CA se asemeja mucho mas
a neoplasias del area genital (como el de cérvix), que a otros gastrointestinales
(135).

El ASCC asociado al VPH, se clasifica utilizando la Lower Anogenital Squamous
Terminology (LAST project), una terminologia simplificada y uniforme para el
ASCC en todas las localizaciones anogenitales, partiendo de la base de que el
ASCC relacionado con el VPH comparte una biologia epitelial comun, grupos de
trabajo multidisciplinar han desarrollado las siguientes recomendaciones (136):
- Una nomenclatura binaria: Lesion escamosa intraepitelial de bajo grado (LSIL,
del inglés, low grade squamous intraepithelial lesion) y HSIL o high grade squamous
intraepithelial lesion (lesion escamosa intraepitleial de alto grado), se recomiendan
para las lesiones no invasivas asociadas al VPH. La neoplasia intraepitelial anal
(AIN) también se incluye bajo esta nomenclatura, asi, LSIL incluye lesiones AIN
1y AIN 2y 3, se definen como HSIL.

- Las lesiones conocidas como condilomas acuminados se designan como LSIL,
con denominacién opcional de condiloma.

- Se define como carcinoma superficialmente invasivo, cuando presenta una
profundidad de menos de 3 mm desde la membrana basal del punto de origen,
con una extension horizontal maxima menor de 7 mm, y una escision completa

en la biopsia.
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- Se recomienda la inmunohistoquimica con pl6 cuando el diagnostico
diferencial se encuentra entre HSIL y LSIL: la expresion fuerte y difusa, “en

bloque” de p16 dentro de la lesion apoya el diagnodstico de HSIL.

3.4. Métodos de diagnéstico y screening.

La neoplasia intraepitelial anal (AIN) es la lesion precursora del cancer de células
escamosas del ano (ASCC), si bien, el riesgo real de progresion sigue sin estar
claro, se ha demostrado que este es elevado en ciertos grupos, como son: aquellos
con infeccion persistente con genotipos VPH-AR, las PVVIH (especialmente
aquellas con recuentos bajos de CD4), los HSH, y personas con antecedentes de
canceres genitales asociados al VPH (particularmente el cancer de cérvix) (137).
La existencia de un agente biologico implicado y la capacidad para detectar
lesiones pre-neoplasicas, hacen necesarios programas de prevencion y screening,
ademas de la recomendacion de la vacunacion frente al VPH (138).

La citologia anal o citologia anorrectal (CAR) es una herramienta comun para la
evaluacion tanto de la infeccion por VPH, como de las lesiones intraepiteliales, y

el CA de células escamosas (139).

- La citologia anal.
La citologia recoge muestras del canal anal, que deben incluir el epitelio
escamoso queratinizado y no queratinizado, y la zona de transformacion
anorrectal (140). Son muestras faciles de extraer y su recogida la puede realizar
tanto el propio paciente como el médico, a ciegas, o bien dirigido mediante
visualizacion por anoscopia y puede prepararse de forma convencional, y, una
vez procesada, la citologia permite la siguiente interpretacion (141):

- Negativo para lesion intraepitelial o malignidad (NILM)

- Anomalia de células epiteliales: células escamosas atipicas de significado

incierto (ASC-US), células escamosas atipicas sin poder excluir HSIL
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(ASC-H), lesion intraepitelial escamosa de bajo grado (LSIL), lesion
intraepitelial escamosa de alto grado (HSIL) y carcinoma de células
escamosas.
La citologia es una técnica minimamente invasiva, econdmica y relativamente
facil de realizar, por lo que, a pesar de sus limitaciones, tales como la escasa
correlacion con el grado histologico, o su sensibilidad limitada en algunos
entornos, se recomienda como abordaje inicial para el cribado de CA en los

grupos de riesgo (142), pero no como unica prueba de screening (143).

- Identificacién del VPH.
Aproximadamente, el 90% de los CA son resultado de una infeccion cronica por
VPH, con una amplia participacion del VPH-16, que, junto con el VPH-18 son
responsables del 87% de los CA (144). Esta condicion hace que su deteccion
mediante técnicas moleculares de hibridacién o inmunohistoquimica sea una
actuacion simple y econdmica reconocida como un método rentable de

prevencion, especialmente en poblaciones susceptibles como las PVVIH y los

HSH (145).

- Anoscopia de alta resoluciéon (AAR).
La AAR es un procedimiento minimamente invasivo que se puede realizar de
forma ambulatoria con anestesia topica. Se realiza a través de un colposcopio
tradicional o digital o bien con una plataforma de anoscopia digital desarrollada
especificamente. El paciente generalmente se coloca en la posicion de dectbito
lateral izquierdo y, tras una inspeccion externa, se realiza la AAR. En primer
lugar, se introduce una torunda empapada en acido acético al 5% que se deja
reposar un minimo de 2 min. A continuacion, se evaltan el canal anal y la piel
perianal y se identifican las 4reas de mayor captacion de acido acético.
Posteriormente, se aplica el yodo de Lugol para identificar areas de disminucién

de la captacion, ya que la displasia y el tejido neoplasico no se tifien con el mismo.
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Han de describirse la ubicacidon por cuadrantes, el tamafo, contorno, patrén de
superficie, vascularizacion y margenes de las lesiones identificadas y tomar las
biopsias adecuadas. Por lo general, no se recomiendan las biopsias a ciegas, pero
estas pueden aumentar la deteccion de HSIL en grupos seleccionados de alto
riesgo. Es una técnica bien tolerada, siendo el dolor y el sangrado transitorios los
efectos adversos mas comunes (146).

La AAR es, un método rentable y poco agresivo para detectar lesiones de alto
grado y ha demostrado ser mas sensible que la prueba de Papanicolaou anal, por
lo que los estudios recomiendan la realizacidon de la citologia anal junto con la
AAR, para ser mas exhaustivos en la deteccion de AIN, no solo en el screening y
diagnostico de estas lesiones, sino también en el seguimiento de pacientes con
AIN ya diagnosticado, especialmente en AIN III, para evitar la recurrencia y la

progresion del cancer (147).

- Diagnéstico definitivo y prondstico de la enfermedad.

El CA, al ser una entidad poco frecuente, puede resultar infradiagnosticado o mal
identificado, con resultados devastadores, por lo que es imprescindible un
diagnodstico a tiempo, con una estadificacion precisa y una vigilancia rutinaria
para iniciar una terapia oportuna. Es indispensable, por tanto, biopsiar cualquier
lesion en el canal anal cuando existe indicacion, para evitar retrasos en el

diagnostico (148).

El diagnostico del CA requiere, ademas de una valoracion clinica que incluya
tacto rectal y exploracion de la region inguinal en bisqueda de posibles ganglios
afectos, y la realizaciéon de un estudio de extensién una vez confirmado el
diagnostico histoldgico (149), que puede realizarse mediante RMN pélvica, TAC
abdominal o incluso PET-TAC, para descartar la diseminaciéon metastasica

(150,151).
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Otros indicadores prondsticos ademas de la afectacidn linfatica son, el tamano
del tumor y la identificacion del VPH en la muestra histologica (152). El sexo
masculino se ha identificado como factor de mal pronostico al identificarse
mayores tasas de recidiva y una peor supervivencia global en hombres (153,154).
También biomarcadores tales como la presencia previa al tratamiento de
leucocitosis, neutrofilia 0 anemia se han identificado como factores prondsticos

(155).

3.5. Prevencion y manejo terapéutico.
- VIH y cancer de ano asociado a VPH. Influencia del tratamiento
antirretroviral en el manejo del CA.

La prevalencia tanto de la infeccion por VPH como de HSIL en el canal anal de
los PVVIH, contintia siendo alta ya que a menudo no pueden eliminar el virus y
la incidencia del CA en esta poblacion sigue aumentando a pesar del tratamiento
antirretroviral efectivo (156). Sin embargo estudios abalan que el tratamiento
antirretroviral podria ejercer un papel protector frente a la presencia de lesiones
>AIN2 (157,158), e incluso que la eliminacidon de genotipos oncogénicos en la
mucosa anal de HSH-VVIH parece estar asociada positivamente con la duracion
del TAR (159).

- Papel de la vacunacién frente al VPH como prevencion en el desarrollo

del cancer anal.

La vacunacién frente al VPH genital en hombres es moderadamente eficaz a
cualquier edad contra las lesiones intraepiteliales de alto grado y la infeccion
persistente, si bien su efectividad es mayor en pacientes naive, sin infeccion activa
(160). Un reciente estudio multicéntrico en el que participaron hombres
heterosexuales y HSH entre 16 y 26 anos de 18 paises, que evaluaba la eficacia de
la vacuna tetravalente en la prevencion de lesiones genitales externas, AIN o CA
relacionados con la infeccién por VPH-6, 11, 16 0 18, concluy6 que proporcionaba

una proteccién duradera frente a la enfermedad anogenital relacionada con estos
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genotipos. Respaldando la vacunacion contra el VPH tetravalente en hombres,
no solo en adolescentes, pues los adultos jovenes no vacunados también podrian
beneficiarse de esta actuacion (161).

- Tratamiento de las lesiones precursoras de cancer (HSIL).
Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (HSIL) pueden progresar a
CA, por lo que su tratamiento puede reducir la incidencia de CA (162). En el
estudio Treatment of Anal High-Grade Squamous Intraepithelial Lesions to Prevent
Anal Cancer (Palefsky et al.) publicado recientemente, se observo que el riesgo de
CA fue significativamente menor en el grupo de tratamiento de HSIL vs
vigilancia activa (163); hallazgo similares a los publicados en estudios previos
(164).
Las opciones de tratamiento para lesiones de bajo o alto grado incluyen la
escision, fulguracidn, terapia con laser o el tratamiento tépico como acido
tricloroacético (TCA), imiquimod o 5-fluorouracilo (5-FU). En el pasado, la
escision quirurgica era el tratamiento de eleccidon en la mayoria de los casos, sin
embargo, a pesar de ser un tratamiento agresivo, existe un rango muy amplio de
recurrencia tras el mismo, ain mayor en pacientes con lesiones multifocales o
con carga de enfermedad elevada. Por otro lado, la realizacion de escisiones
repetidas aumenta el riesgo de estenosis o incontinencia fecal, especialmente en
pacientes con enfermedad circunferencial (165).
El tratamiento dirigido de HSIL tras su identificacion con AAR tiene como
objetivo destruir las lesiones AIN sin exponer a los pacientes a las complicaciones
asociadas a la escision local. Pudiendo realizarse mediante electrocauterizacion,
coagulacion infrarroja o crioterapia (166).
Las terapias topicas son un enfoque alternativo a los tratamientos ablativos. No
existe ninguna aprobada por la FDA para HSIL anal, pero en base a las
similitudes con otras lesiones intraepiteliales, se han utilizado imiquimod, 5-
fluorouracilo, cidofovir o acido tricloroacético (167). Hay pocos ensayos clinicos

controlados que determinen la eficacia de los tratamientos y menos estudios que
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comparen modalidades de tratamiento, por lo que el enfoque actual para el
tratamiento de HSIL anal con terapia topica se basa principalmente en series de

casos y pequenos ensayos no aleatorizados (168).

- Tratamiento del adenocarcinoma anal de células escamosas (ASCC).
El tratamiento del ASCC, depende de la estadificacion del tumor y se basa en
radioterapia (RT), quimioterapia (QT) y cirugia. Los tumores locales y localmente
avanzados se tratan con una combinacion de QT y RT, mientras que la
quimioterapia en monoterapia generalmente se emplea para tratar la
enfermedad metastdsica. En caso de enfermedad recurrente y residual, la cirugia
sigue siendo el estandar de tratamiento (169).
Antes de la década de los 80, el abordaje preferente consistia en la reseccion
abdominoperineal, una intervencion quirargica que conllevaba una considerable
morbilidad y la necesidad de quedar con una estoma permanente, motivo por el
que progresivamente fue sustituyéndose por la quimiorradiacién, quedando la
cirugia radical reservada para el tratamiento de recidivas, o los casos en los que
el resto de terapias estén contraindicadas (170).
Las recomendaciones actuales, reservan la escision del cancer anal para lesiones
pequenas y bien diferenciadas del margen anal (T1, NO); en caso de que los
tumores involucren el canal anal, el tratamiento de primera linea es la quimio-
radioterapia, ya que esta permite la preservacion del esfinter y una menor
morbilidad (171).
La quimiorradioterapia combina 2 ciclos de infusion intravenosa continua de
1000 mg/m?2/dia de 5-fluorouracilo (5-FU) (dias 1 a 4 y 29 a 32) asociado a 10
mg/m2 de mitomicina C (MMC) intravenoso (dias 1 y 29). Se han ensayado otras
QT sin mejoria en términos de supervivencia libre de enfermedad o colostomia
(172). Este esquema se administra en intervalos de 28 dias junto con radioterapia
(RT); lo que ha demostrado aumentar los beneficios del tratamiento tinico con RT

(173) .
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La enfermedad metastdsica ocurre entre un 10 y 20% de los casos, principalmente
como recidiva de la enfermedad y con solo en el 5-8% como diseminacion
metastasica al diagnostico por lo que existen datos limitados sobre el tratamiento
de estos pacientes (174). La combinacion de cisplatino y 5- fluorouracilo contintia
siendo una buena primera opcidn segun proponen las guias americanas, aunque
se requieren mads ensayos clinicos para confirmar el tratamiento tanto de la
enfermedad metastasica como de las recidivas (175). La combinacion de
inmunoterapia con anticuerpos monoclonales anti-EGFR o con antiangiogénicos
puede traer avances que cambien la préctica en el tratamiento sistémico del CA

en los préximos anos (176).

En conclusion, el CA es una neoplasia con una incidencia nada despreciable en
los HSH-VVIH. La infeccién persistente por el VPH es un factor de riesgo de
especial importancia implicado en el desarrollo de lesiones tanto premalignas
como malignas. Existe una gran variedad de tratamientos disponibles, pero aun
son necesarios ensayos que estandaricen los esquemas terapéuticos y, si bien la
supervivencia es similar a la de la poblacion general, la mejor estrategia contintia

siendo la prevencion de la enfermedad.
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Capitulo 2: Hipdtesis

La monoinfeccion por genotipos de bajo riesgo del VPH coincidente con una
citologia anal normal en HSH que viven con el VIH, descarta la presencia lesiones

de alto grado y/o Cancer de ano.
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Capitulo 3: Objetivos

1. Objetivo principal:
Analizar, en una cohorte de HSH-VVIH, la sensibilidad, especificidad,
valor predictivo positivo y negativo de la PCR del VPH de bajo riesgo
(VPH-BR) en el despistaje de displasia anal (LSIL, HSIL y cancer de ano).

2. Objetivos secundarios:

a. Describir los genotipos de VPH-BR y AR presentes en la mucosa
del canal anal de HSH-VIH.

b. Analizar la tasa de aclaramiento y adquisicion de VPH-BR
durante el seguimiento.

c. Analizar la tasa de pacientes con LSIL (AIN1) que progresan a
HSIL y/o CA.

d. Estudiar los factores relacionados con la progresion a HSIL y/o

CA.
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Capitulo 4: Material y Métodos

1. Diseiio.
Se trata de un estudio prospectivo, longitudinal, unicéntrico, compuesto por 493
HSH-VVIH, incluidos de forma consecutiva, entre mayo de 2010 y diciembre de
2021, en un programa de despistaje, diagnostico, tratamiento y seguimiento de
lesiones displasicas de mucosa anal. Los pacientes fueron atendidos
integramente en el hospital Universitario Virgen de las Nieves (HUVN) y
procedian de la consulta especializada de Enfermedades Infecciosas
perteneciente del HUVN de Granada y del Complejo hospitalario de Jaén.
Criterios de inclusién: hombres que tenian sexo con hombres y vivian con el VIH,
mayores de 17 anos.
Criterios de exclusién: mujeres y hombres heterosexuales que vivian con el VIH
y tenian antecedentes de neoplasia de canal anal.
En la visita basal (V0) se explicaba a los pacientes condiciones y objetivos de la
investigacion, se les facilitaba un documento de consentimiento informado para
su firma, y se recogian datos epidemiolodgicos, clinicos y analiticos, que fueron
tratados siguiendo la ley de proteccion de datos vigente (Ley Organica 3/2018 de

5 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter Personal).

Visita basal (V0): se incluian las siguientes variables clinico-epidemiologicas:
edad, antecedentes de condilomas perianal-genital, nimero de parejas sexuales
en toda su vida, niimero de parejas sexuales en los tltimos 12 meses, edad de
inicio de relaciones sexuales, uso de conddén y porcentaje de uso, tabaquismo
(si/no) y paquetes/ano, consumo de alcohol (si/no y unidades de bebida estandar:
UBE), adiccién a drogas por via parenteral (ADVP), ExADVP, nacionalidad, nivel
de estudios, meses de diagndstico de VIH, estadio del VIH segun la clasificacion

CDC; meses en tratamiento antirretroviral (TAR), antirretrovirales y lineas,
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fracaso virologico (se consider6 cuando habia ARN-viral >50 copias/mL en al
menos dos determinaciones en 6 meses previos), uso de tratamiento
concomitante. Otras infecciones: Hepatopatia crdénica por virus de la hepatitis B
(VHB) o virus de la hepatitis C (VHC), serologia luética positiva y otras
enfermedades de transmision sexual, e infeccion tuberculosa latente, tratada o
activa. Las variables analiticas fueron linfocitos CD4 nadir, CD4, CD8 y carga
viral al diagnodstico del VIH, CD4, CDS, ratio CD4/CD8 y carga viral en el

momento de inclusidén en la cohorte.

En la visita VO se procedia a la toma de 2 muestras de la mucosa del canal anal
con un par de torundas de algodon impregnadas en suero fisioldgico para la
deteccion y genotipado del VPH mediante una reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) cualitativa (Linear Array HPV Genotyping Test) realizada con
el termociclador “GeneAmp PCR System 9700” (Applied Biosystems, Roche,
Switzerland); y la segunda para realizacion de citologia, ambas muestras eran
incluidas en medio liquido (liquid medium Thin Layer Liquid), para estudio
citoldgico se emple¢ la técnica de “thin-layer technique” (Procesador Thin Prep
2000 (Hologic). Ambas muestras, se enviaban al laboratorio de Anatomia
Patologica, donde se llevaba a cabo el dictamen de las citologias y validacion de
resultados de la PCR del VPH. Los genotipos 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51-53,
56, 58, 59, 66, 68, 73 y 82 fueron considerados de alto riesgo (VPH-AR). Los
genotipos 6, 11, 34, 40, 4244, 54, 55, 57, 61, 70-72, 81, 83, 84 y 89 de bajo riesgo
(VPH-BR). Se clasificaron como sub-especies del genotipo VPH 18, los virus 39,
45, 59, 68; y del VPH 16 los genotipos 31, 33, 35, 52, 58, 67.

Posteriormente, se realizaba anoscopia de alta resolucion (AAR) con el
colposcopio Carl Zeiss 150 fc ©, (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany) en un
intervalo de 4 a 12 semanas. Previa a la AAR se hacia inspeccion y tacto rectal

tras lo cual se introducia un anoscopio desechable transparente a través del cual
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se instilaba 5mL de acido acético que se dejaba durante unos 3 minutos, se
retiraba y se inspeccionaba la mucosa; y posteriormente, lugol al 5% un minuto
y se volvia a inspeccionar a través del anoscopio. Se tomaban muestras tanto de
mucosa aparentemente normal de los 4 cuadrantes, como de aquellas zonas con
lesiones aceto-blanco lugol negativas. Las biopsias se hacian con un catéter de

colangio pancreatografia retrogarda endoscépica (CPRE).

-Visitas de seguimiento: tras la realizaciéon de la anoscopia en funcion de los
hallazgos histoldgicos se hacia el seguimiento posterior. En caso de anoscopia
normal y LSIL(AIN1), se evaluaba en un afo con citologia, PCR del VPH y
anoscopia. En caso de HSIL el paciente tenia dos opciones: unidad de
coloproctologia del Servicio de Cirugia general para mucosectomia mediante
bisturi eléctrico desde mayo de 2010 y la otra la autoadministracién de
Imiquimod al 5% 3 veces por semana durante 16 semanas desde 2014. Tras
completar el tratamiento de las lesiones se les hacia anoscopia de control y en
funcidén del resultado se programaba la evaluacion en un ano (histologia normal
o LSIL), o retratamiento si atin permanecia el HSIL. En caso de cancer de ano, se
enviaba a oncologia y se trataba con los protocolos convencionales de esa
neoplasia. En las visitas anuales se recogia el nimero de parejas sexuales en los
ultimos 12 meses, aparicion de infecciones de transmision sexual (serologia de
ltes siempre, y estudio de PCR y cultivo de exudado anal-uretral solo en caso de
sintomatologia o pareja infectada), condilomas genitales/anales, toma de TAR
(cambio, fracaso viroldgico, tasa de adherencia), cifras de linfocitos CD4, y CDS,

ratio CD4/CD8 y carga viral del VIH.

La clasificacion que empleamos para la citologia fue la de Bethesda (177) que
clasifica las lesiones en 4 tipos: atypical squamous cells (ASC), atypical squamous
cells-high (ASC-H), low-grade squamous intraepithelial lesions (LSIL) y high-

grade squamous intraepithelial lesions (HSIL).

46



La clasificacién histologica empleada fue Squamous Terminology (LAST)
Standardization Project for HPV que clasifica a las lesiones en LSIL
(AIN1/condyloma), HSIL (AIN2, AIN3, C. in situ), and invasive carcinoma
(ASCC) (178).

2. Definicion de variables:
-Citologia anormal aquella que incluye ASCUS, LSIL o HSIL.
-Histologia con lesion anal HSIL plus, incluia desde HSIL a Cancer
invasivo (High-grade SIL/Cancer).

3. Analisis estadistico:

3.1. Analisis descriptivo:

Se describieron las principales variables recogidas en el estudio, se calcularon las
medidas de tendencia central y de dispersion (media, desviacion tipica, mediana,
y percentiles) para las variables cuantitativas, y frecuencias absolutas y relativas

para las cualitativas.

3.2.Analisis bivariante:

Para las variables cuantitativas se aplico el test T de Student para muestras
independientes en caso de variables con una distribucién normal, o la prueba U
de Mann-Whitney en caso de no normalidad. Para las variables cualitativas se
aplico el estadistico Chi-Cuadrado de Pearson o el test de Fisher en caso de no
cumplirse los criterios de aplicacion. Para comprobar si las diferentes variables

verificaban la hipdtesis de normalidad se us6 el test de Kolmogorov-Smirnov.

3.3 Analisis multivariante:
Se realizd mediante regresion logistica multiple incluyendo las variables que
resultaron significativas en el analisis bivariante y aquellas que no siéndolo

podian influir, por haberse descrito previamente en la literatura.
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Para todos los test se considerd un nivel de significacion de 0,05. El software

estadistico utilizado fue el SPSS 21.0.

4. Aprobacién ética y consentimiento.

Este estudio fue aprobado por el comité ético del centro coordinador. Todos los
pacientes habian dado su consentimiento para el uso de sus datos con fines de
investigacion. Todos los datos han sido recabados de acuerdo con la legislacion

espafiola de proteccion de datos de caracter personal.
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Capitulo 5: Resultados

1. Descripcién de la cohorte.

1.1. Caracteristicas epidemioldgicas

Se incluyeron 493 hombres que tenian sexo con hombres (HSH) que vivian con
el VIH (PVVIH), con edad media de 36,48 afios, 94,1% europeos. Con una
mediana de parejas sexuales en los tltimos 12 meses de 50; y de parejas sexuales
totales desde el inicio de las relaciones sexuales de 2; siendo, la mediana de edad
de inicio de las relaciones sexuales de 18 anos. El 66,7% usaba preservativo
durante el sexo anal. E148% eran fumadores activos y 74 de los pacientes estaban
vacunados frente al VPH.

El 3,5% tenian infeccidn cronica por VHB y el 2,8% por VHC. En cuanto a las
infecciones de transmision sexual concomitantes, el 31,2% de los pacientes tenian
una sifilis activa en la primera visita y un 21,3% condilomatosis ano-genital.

El resto de variables en la tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas epidemioldgicas de la cohorte.

Cohorte N=493
Género, n (%)
Hombres 493 (100)
Mujeres 0 (0)
Edad, media (afios), (+ DS) 36,48 (+10,434)
Edad, n (%)
<30 afios 151 (30,6)
Entre 30 y 50 afios 290 (58,8)
>50 afios 52 (10,5)
Nacionalidad, n (%)
Europea 464 (94,1)
Centrosudamericana 27 (5,5)
Africana 2(04)
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Mediana de NP12m (P25-P75) 50 (20-200)
Mediana de NPT (P25-P75) 2 (1-8)
Numero de parejas totales, n (%)

Menos de 10 64 (13)
Entre 10y 49 152 (30,8)
Entre 50 y 99 79 (16)
Entre 100 y 149 46 (9,3)
Entre 150 y 199 24 (4,9)
Entre 200 y 299 39 (7,9)
>299 97 (19,6)
Mediana de edad de inicio de las RRSS (P25-P75) 18 (16-20)
Uso de preservativo, n (%) 329 (66,7)
Mediana de % de uso (P25-P75) 100 (0-100)
Tener RRSS durante el ultimo afio, n (%) 442 (89,7)
Laboral, n (%)

Activo 434 (88)
Nivel de estudios, n (%)

Analfabetos 5(3,5)
Primarios 24 (16,9)
Secundarios 40 (28,2)
Universitarios 69 (48,6)
Tabaquismo, n (%) 237 (48,1)
Ex-tabaquismo, n (%) 45 (9,1)
Mediana paquetes/afio, (P25-P75) 1,65 (0-15)
Alcohol, n (%) 210 (42,6)
Mediana UBEs, (P25-P75) 0 (0-4)
ADVP, n (%) 0(0)
Ex-ADVP, n (%) 4(0,8)
Polifarmacia, n (%) 55 (11,2)
Toma tratamiento para VHC, n (%) 5(1)
Toma tratamiento para TBC, n (%) 4(0,8)
Toma metadona, n (%) 1(0,2)
Vacunacion VPH, n (%) 74 (15)
Hepatopatia cronica por VHB, n (%) 16 (3,2)
Hepatopatia cronica por VHC, n (%) 14 (2,8)
Sifilis en visita basal, n (%) 154 (31,2)
Otras ITS en visita basal, n (%) 144 (29,2)
Numero total de ITS en visita basal, n (%)

Ninguna 288 (58,4)
Una 196 (39,8)
Dos 6(1,2)
Tres 204)
Mantoux positivo en la visita basal, n (%) 33 (6,7)
Comorbilidades, n (%) 60 (12,2)
Condilomas en la visita de inclusion, n (%) 105 (21,3)
Antecedentes de condilomas genitales, n (%) 149 (30,2)

NP12m, nimero de parejas sexuales en los 12 meses previos; NPT, nimero de parejas sexuales totales
desde el inicio de las relaciones; RRSS, relaciones sexuales; UBEs, unidades de bebida estandar; ADVP,

adiccion a drogas por via parenteral; Ex-ADVP, ex—adiccion a drogas por via parenteral; VPH, virus del

papiloma humano; VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C; TBC, tuberculosis; ITS,

infeccion de transmisién sexual.
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1.2.Variables relacionadas con la infeccion por el VIH

El 98% habian adquirido la infeccidn via sexual. La mediana de tiempo desde el

diagnostico de infeccion por VIH era de 30,5 meses, 23,1% estaba en estadio SIDA

y 100% tomaban tratamiento antirretroviral (TAR). El resto de variables

relacionadas con la infeccidn por el VIH se pueden consultar en la tabla 2.

Tabla 2. Variables relacionadas con la infeccion por el VIH.

Cohorte N=493

Adquisicion infeccién VIH, n (%)

HSH 485 (98)
Heterosexual 1(0,2)
ADVP 1(0,2)
Desconocida 51)
Mediana de meses desde el diagnostico de infeccion por VIH (P25-P75) 30,5 (10-105)
Mediana edad al diagndstico de infeccion por VIH (P25-P75) 31 (25-37)
SIDA (A3, B3, C), n (%) 114 (23,1)
CD1 al diagndstico, media (+ DS) 444,58 (+ 288,8)
CD8 al diagndstico, media (+ DS) 1115,57 (+ 749,9)
CV al diagnostico, (log10) media (+ DS) 55(+6,1)
Nadir, n (%)

<200 114 (23,1)
200-500 231 (46,9%)
>500 129 (26,2)
CD4 visita basal, media (+ DS) 689,8 (+450,5)
CD8 visita basal, media (+ DS) 1954,4 (+ 528,7)
CD4/CD8 visita basal, media (+ DS) 3,3 (£14,8)
CV (logl0) visita basal, media (+DS) 3,6 (+4,2)
CV< 50 cop/mL visita basal, n (%) 344 (70,9)
Naive, n (%) 53 (10,8)
Mediana de lineas TAR desde el inicio (P25-P75) 1(1-2)
Mediana de meses con TAR hasta V0 (P25-P75) 20 (7-73)
Linea TAR visita basal, mediana, (P25-P75) 1(1-2)
Adherencia al TAR en V0, mediana de % de adherencia (P25-P75) 100 (100-100)
Fracaso virologico, n (%) 20 (4,1)
Motivo abandono TAR, n (%)

Efectos adversos 8(1,6)
Otras causas 5(@)
Tratamiento antirretroviral, n (%)

ITIAN 393 (79,7)
ITINAN 162 (32,9)
P 129 (26,2)
INI 190 (38,5)

VIH, virus de la inmunodeficiencia humana; SIDA, sindrome de la inmunodeficiencia humana; HSH,
hombres que tienen sexo con hombres; ADVP, adiccion a drogas por via parenteral; CD4, linfocitos CD4;
CD8, linfocitos CD8; CV, carga viral; CD4/CD8, cociente CD4/CDS8; TAR, terapia antirretroviral; ITIAN,
inhibidor de la transcriptasa inversa analogo de los nucleétidos; ITINAN, inhibidor de la transcriptasa
inversa no analogo de los nucleétidos; IP, inhibidor de la proteasa; INI, inhibidor de la integrasa.
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2. Infeccién por el VPH y presencia de displasia anal en la visita basal.

De los 493 pacientes incluidos, 74% estaban infectados por genotipos de alto

riesgo del VPH en mucosa anal; el 71,2% de bajo riesgo, 56% infeccion mixta, y

24,1%, infeccion simultanea por VPH oncogénicos de los subtipos A7 y A9. Los

genotipos mas frecuentes fueron el 16 de alto riesgo (26,4%), seguido de los 6 y

62 de bajo riesgo (18,9% y 17%, respectivamente).

Con respecto a las citologias anales, 201 (40,8%) fueron normales, 230 (46,7%)

LSIL, 13 (2,6%) HSIL, 38 (7,7%) ASCUS. Con respecto a las anoscopias y biopsias,

190 (38,5%) fueron AIN1 y 54 (11%) HSIL (AIN 2/3/carcinoma in situ). Se

diagnosticaron en visita basal 3 casos (0,6%) de carcinoma escamoso de canal

anal.

El resto de variables se pueden consultar en las tablas 3 y 4.

Tabla 3. Infeccion por el VPH, en la visita basal.

Cohorte N=493
VPH-alto riesgo, n (%) 365 (74)
Numero de serotipos VPH-alto riesgo, mediana (P25-P75) 1(1-3)
VPH-bajo riesgo, n (%) 351 (71,2)
Numero de serotipos VPH-bajo riesgo, mediana (P25-P75) 1(0-2)
VPH-mixto (alto y bajo riesgo), n (%) 276 (56)
Rama A9 VPH 18, 39, 45, 59, 60, n (%) 206 (41,8)
Rama A7 16, 31, 33, 35,52, 58, 67, n (%) 238 (48,3)
Infeccion simultanea VPH oncogénicos Rama A7 y A9, n (%) 119 (24,1)
VPH 6, n (%) 93 (18,9)
VPH 11, n (%) 82 (16,6)
VPH 12, n (%) 1(0,2)
VPH 16, n (%) 130 (26,4)
VPH 16 y 51 simultaneos, n (%) 24 (4,9)
VPH 16 y 42 simultaneos, n (%) 28 (5,7)
VPH 18, nn (%) 64 (13)
VPH 16 y 18 simultaneos, n (%) 22 (4,5)
VPH 26, n (%) 8 (1,6)
VPH 31, nn (%) 67 (13,6)
VPH 33, n (%) 36 (7,3)
VPH 35, n (%) 48(9,7)
VPH 39, n (%) 61 (12,4)
VPH 40, n (%) 12 (2,4)
VPH 42, n (%) 88 (17,8)
VPH 43, n (%) 20 (4,1)
VPH 45, n (%) 63 (12,8)
VPH 48, n (%) 1(0,2)
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VPH 51, n (%) 71 (14,4)
VPH 52, n (%) 63 (12,8)
VPH 53, n (%) 42 (8,5)
VPH 16 y 53 simultaneos, n (%) 17 (3,4)
VPH 54, n (%) 36 (7,3)
VPH 55, n (%) 83 (16,8)
VPH 56, n (%) 40 (8,1)
VPH 58, n (%) 35 (7,1)
VPH 59, n (%) 50 (10,1)
VPH 61, n (%) 35 (7,1)
VPH 61 con VPH oncogénico, n (%) 28 (5,7)
VPH 16 y 61 simultaneos, n (%) 15 (3)
LAGM en VO y VPH 61, n (%) 9(1,8)
VPH 62, n (%) 84 (17)
VPH 64, n (%) 1(02)
VPH 66, n (%) 40 (8,1)
VPH 68, n (%) 55 (11,2)
VPH 16 y 68 simultaneos, n (%) 17 (3,4)
VPH 69, n (%) 16 (3,2)
VPH 70, n (%) 38(7,7)
VPH 71, n (%) 3(0,6)
VPH 72, n (%) 31 (6,3)
VPH 73, n (%) 44 (8,9)
VPH 81, n (%) 79 (16)
VPH 82, n (%) 25 (5,1)
VPH 83, n (%) 5 (1,0)
VPH 84, n (%) 33(6,7)
VPH 89, n (%) 1(02)
VPH 108, n (%) 13 (2,6)

VPH, virus del papiloma humano; AR, genotipo alto grado; BR, genotipo bajo grado; V0, visita basal.

Tabla 4: Resultados de la citologia y anoscopia

Citologia normal, n (%) 201 (40,8%)
Citologia normal, sin genotipos AR, n (%) 42 (8,5)
Citologia normal, con genotipos AR, n (%) 149 (30,2)
ASCUS, n (%) 38(7,7)
LSIL, n (%) 230 (46,7)
HSIL, n (%) 13 (2,6)
AAR patoldgica, n (%) 235 (47,7)
LSIL, n (%) 190 (38,5)
HSIL, n (%) 54 (11)
Carcinoma extramucoso 3(0,6)

AR, genotipos de alto riesgo; LSIL, lesion escamosa intraepitelial de bajo grado; HSIL, lesion escamosa
intraepitelial de alto grado; ASC, lesion indeterminada; AAR anoscopia de alta resolucion.



3. Valor diagnéstico de la citologia y PCR del VPH en el diagndstico de
displasia anal.

El valor de la PCR de VPH de bajo riesgo (BR) para el diagnostico de HSIL plus
es limitado, con una Sensibilidad (S) de 79,6%, Especificidad (E) del 27,9%,
valor predictivo positivo (VPP) del 12,7% y valor predictivo negativo (VPN) del
91,6%.

La PCR del VPH de alto riesgo (AR) es la prueba diagndstica con mayor S para
el diagnostico de HSIL plus, del 85,7%, seguida de la PCR del VPH-BR 79,6% y
por ultimo de la citologia 72,7% (tabla 5). La combinacion de la citologia y la
PCR de VPH-AR incrementa la sensibilidad hasta el 100% asi como el VPN; de
forma que, ningtin paciente con citologia normal y PCR del VPH negativa tiene
un HSIL plus (Tabla 6), aunque tenga la PCR del VPH-BR positiva (S 100%, E
91,9%, VPP 2,9% y VPN 100%).

Por otra parte, la correlacion existente entre los resultados de la biopsia, la
citologia y las PCR del VPH de mucosa anal era baja, ninguna supera el valor
de 0,4 establecido como cifra minima para considerar que hay acuerdo entre

dichas técnicas comparadas (Tabla 6).

Tabla 5. Sensibilidad, especificidad, VPP y VPN para el diagndstico de

citologia y PCR de VPH para diagnosticar HSIL plus

Sensibilidad (%) Especificidad (%) VPP (%) VPN (%)
Citologia Normal (n=202) 27,3 56,3 74 85,7
Citologia anormal (n=281) 72,7 43,7 14,2 82,4
LSIL (n=230) 61,8 54,2 14,8 91,7
HSIL (n=13) 12,7 98,6 53,8 89,7
ASCUS (n=38) 1,8 91,3 2,6 87,8
HPV- Alto riesgo (n=368) 85,7 25,4 13 93,2
HPV-Bajo riesgo (n=43) 79,6 27,9 12,7 91,6
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HPV-Alto y Bajo riesgo (n=277) 66,1 43,9 13,4 90,8
HPV-Bajo riesgo positive y citologia
normal (n=125) 14,8 72,3 6,4 86,9
HPV-Bajo riesgo positivo, HPV-Alto
riesgo negativo y citologia normal (n=35) 100 91,9 2,9 100
HPV- Bajo riesgo negativo y citologia
normal (n=75) 9,4 83,4 6,7 88
HPV negativo y citologia normal (n=61) 100 90,2 87,5 100
Tabla 6. Correlacion de la citologia y PCR del VPH anal con la histologia.
Normal LSIL (AIN 1) HSIL (AIN2 y 3) SCCA
N=250 N=189 N=54 N=
n (%) p* n(%) p* n (%) p* n(%) p*
Kappa Sperman
136 (54,4) 0,0001 55(29,1) 10,0001 13(24,1) 0,005 1(100) 0,3

Citologia Normal (n=201)

0,26 0,26

0,21 0,21

0,09 0,13

0,006 0,054

101 (40,4) 0,0001

134 (70,9) 0,0001

41(75,9) 0,005

0 0,3

Citologia Anormal (n=281) 0,29 0,3 0,21 0,21 0,09 0,13 0,006 0,054
82(32,8), 0,0001 118 (62,4) 0,0001 35(64,8) 0,007 0 0,34
LSIL (n=230) 0,31 0,31 0,23 0,24 0,08 0,12 0,004 0,04
3(1,2) 0,036 3(1,6) 0,23 7(13) 0,001 0 1
HSIL (n=13) 0,032 0,095 0,02 0,05 0,17 0,23 0,004 0,008
24 (9,6) 0,143 16 (8,5) 0,69 1(1,9) 0,8 0 1
ASCUS (n=38) 0,037 0,067 0,011 0,02 0,08 0,08 0,004 0,01
HPV- Alto riesgo (n=368) 170 (68) 0,0001 161(85,2) 0,0001 47(87) 0,04 2 (100) 1
0,16 0,19 0,13 0,17 0,04 0,09 0,003 0,04
HPV-Bajo riesgo(n=353) 170 (68) 0,012 147(77,8) 0,055 43(79,6) 0,24 2(100) 1
0,1 0,12 0,07 0,09 0,02 0,05 0,003 0,04
HPV-Alto y Bajo riesgo (n=277) 122 (49) 0,0001 126(66,7) 0,001 36(66,7) 0,14 2(100) 05
0,17 0,17 0,14 0,15 0,04 0,07 0,006 0,06
HPV-Alto riesgo negativo y 49 (19,6) 0,0001 11(5,9) 0,001 0 0,003 0 0,7
citologia normal (n=61) 0,15 0,22 0,13 0,17 0,14 0,14 0,004 0,02

HPV-Bajo riesgo positivo y

81(33,2) 0,0001

39(20,7) 0,027

8(148) 0,04

1(100) 0,09

citologia normal (n=125) 0,14 0,162 0,09 0,1 0,08 0,09 0,012 0,08
HPV-Bajo riesgo positivo, HPV- 28 (11.5) 0,0001 6(3,2) 0,007 0 0,023 0 0,8
Alto riesgo negativo y citologia 0,09 0,17 0,076 0,124 0,096 0,09 0,004 0,013

normal (n=34)

51 (20,9) 0,002

19 (0,1) 0,006

5(09,4) 0,18
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HPV-Bajo riesgo negativo y
citologia normal (n=75)

0,11

0,14

0,11

0,13

0,06

0,06

0,004

0,02

ASCUS: células escamosas atipicas de significado incierto; LSIL: lesion intraepitelial de bajo grado; HSIL:
lesion intraepitelial de alto grado; AIN: neoplasia intraepitelial anal. SCCA: carcinoma anal de células
escamosas. P*>0.005; correlacion (kappa y Sperman)

4. Factores relacionados con la progresion de lesiones de bajo grado (LSIL) a
HSIL plus.

23(4,7%) pacientes progresaron de LSIL (AIN1) a HSIL plus en una mediana de
12 meses (P25-P75: 12-12); 150 (30,4%) LSIL desaparecié de forma espontdnea en
una mediana de 12 meses (P25-P75: 12-24).

Los factores de riesgo de progresion de LSIL a HSIL plus en el andlisis bivariante
fueron: edad mas joven al diagndstico de VIH (25,5 anios vs 31; p= 0,016), estadio
SIDA (43,5 vs 23,8; p=0,036), la presencia de condilomas en el momento de la AAR
(43,5 vs 20,3; p=0,009) o tener antecedentes de condilomas previamente (56,5 vs
29,3; p=0,007), asi como la adquisicion de genotipos de alto riesgo (82,6% vs 45,3%;
p=0,001), la adquisicion de VPH de bajo riesgo 78,3% vs 40,3%; p=0,0001) infeccion
en la mucosa anal de los genotipos 6 (39,1 vs 17; p=0,021) y 84 (21,7 vs 7,1; p=0,029).
Como factor protector de progresion el VPH- 62 (0 vs 16,4, p=0,033).

En el andlisis multivariante las variables que hayamos relacionadas con la
progresion de LSIL a HSIL fueron: la adquisiciéon de VPH de alto riesgo (HR: 4,27;
IC 95% 1,165-15,7), de bajo riesgo (HR 3,75 IC95% (1,06-13,27), historia de SIDA
previa (HR: 5,83 IC95%: 1,8-18,82), y la infeccion por el genotipo 6 (HR 4,5, IC95%:
1,36-15,1). Tabla 7.
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Tabla 7. Resultados de los analisis bivariante y multivariante.

Progresor No progresor Bivariante Multivariante
N=23 N=317 P* HR, IC 95%

Edad media (afios), (x DS) 32,43 (8,98) 36,79 (10,36) 0,051 0.965 (0.874-1.064)

<30 anos, n (%) 9(39,1) 90 (28,4) 0,274

30-50 afios, n (%) 12 (52,2) 194 (61,2) 0,392

>50 afios, n (%) 2(87) 33 (10,4) 1
Jubilado, n (%) 2(87) 17 (5,4) 0,374
Activo, n (%) 16 (69,6) 284 (89,6) 0,011
Nivel de estudios
No estudios 0(0) 6 (1,9) 0,761
Primaria 4(17,4) 36 (11,4) 0,761
Secundario-FP 7 (30,4) 95 (30,1) 0,761
Universitario 12 (52,2) 179 (56,6) 0,761
Nacionalidad, n (%)
Europeo, n (%) 21 (91,3) 300 (94,6)
Centrosudamericano, n (%) 2 (8,7) 16 (5)
Africano, n (%) 0 (0) 1(0,3)
Tabaquismo activo 13 (56,5) 144 (45,4) 0,303
Alcohol 10 (43,5) 139 (43,8) 0,963
Uso de condon, n (%) 2(8,7) 91 (29,4) 0,096 2,810 (0,582-13,57)
Relaciones sexuales en el ultimo afio, n (%) 22 (95,7) 282 (89.,2) 0,490
Historia previa de:
Hepatopatia por VHC 2(8,7) 6 (1,9) 0,096
Hepatopatia por VHB 0 (0) 12 (3,8) 1
Sifilis, n (%) 9(39,1) 87 (27,6) 0,237
Otras ITS, n (%) 8 (34,8) 87 (27,4) 0,449
Montoux positivo, n (%) 2 (8,7) 24 (7,7) 0,696
Condilomas, n (%)
Antecedentes de condilomas, n (%) 13 (56,5) 92 (29,3) 0,007 1,292 (0,396~ 4,213)
Condilomas en AAR basal, n (%) 10 (43,5) 64 (20,3) 0,009 1,743 (0,510-5,962)
CD4 nadir (cél/ul), (x DS) 380,6 (211,9) 368.2 (233,8) 0,806
CD4 nadir < 200 cel/uL, n (%) 7 (30,4) 76 (24,6) 0,533
CD4 nadir 200-500 cel/uL, n (%) 8(34,8) 147 (47,6) 0,236
CD4 nadir >500 cél/uL, n (%) 8 (34,8) 84 (27,2) 0,432
Estadio SIDA (A3, B3, C), n (%) 10 (43,5) 75 (23,8) 0,036
CD1 al diagndstico, media (+ DS) 474,5 (285,8) 439,8 (293,8) 0,593
CD8 al diagndstico, media (+ DS) 1055,6 (737,4) 1161,7 (831,4) 0,638
CV al diagnostico (log), media (+ DS) 4,7 (4,84) 5,5 (6,11) 0,349 5,809 (1,784-18,916)
CD4/CD8 basal, media (+ DS) 0,65 (0,24) 2,45 (11,8) 0,465
CD#4 en primera AAR, media (= DS) 642,6 (309,7) 704 (516,4) 0,574
CD8 en primera AAR, media (+ DS) 1022,6 (369) 1083,7 (545,95) 0,598
CV en primera AAR (log), media (+ DS) 3,78 (3,3) 3,5(4,2) 0,454
Toma TAR, n (%) 21 (91,3) 285 (89,9) 1
Abandona TAR, n (%) 0 (0) 8(2,8) 1
Fracaso virologico, n (%) 3 (15) 14 (4,9) 0,91
Mediana de edad al diagnostico de VIH, afios 25,5 (20,3-30,4) 31 (25,3-37)
(P25-P75) 0,016 0,971 (0,856-1,103)
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Mediana tiempo desde el diagnostico VIH,

28,5 (14,5-69)

meses (P25-P75) 28 (8-98,75) 0,5
Mediana de numero VPH-BR 1(0,75-3) 1(1-2) 0,42
Mediana de numero VPH-AR 1(1-3) 2 (1-3) 0,61
VPH-BR cercano a la AAR, n (%) 18 (78,3) 222 (71,2) 0,46
VPH-AR cercano a la AAR, n (%) 19 (82,6) 239 (76,6) 0,50
VPH- mixto cercano a la AAR, n (%) 15 (65,2) 177 (56,9) 043
VPH oncogénicos A7+A9 5(21,7) 76 (24,4) 0,77
Rama A9 11 (47,8) 126 (40,5) 0,49
Rama A7 10 (43,5) 168 (54) 0,32
VPH 6 9 (39,1%) 53 (17) 0,021 4,465 (1,337-14,913)
VPH 11 3(13) 57 (18,3) 0,778
VPH 12 1(4,3) 0(0) 0,69
VPH 16 4(17,4) 80 (25,8) 0,37
VPH 16+51 0 (0) 13 (4,2) 1
VPH 16+42 0(0) 14 (4,5) 0,61
VPH 18 4(17,4) 36 (11,6) 0,50
VPH 16+18 0(0) 10 (3,2) 1
VPH 26 1(4,3) 7 (2,3) 0,43
VPH 31 2(87) 51 (16,4) 0,552
VPH 33 2(87) 28 (9) 1
VPH 35 1(4,3) 33 (10,6) 0,49
VPH 39 1(4,3) 37 (11,9) 0,49
VPH 40 0(0) 8(2,6) 1
VPH 42 5(21,7) 54 (17,4) 0,57
VPH 43 0(0) 8(2,6) 1
VPH 45 4(174) 40 (12,9) 0,52
VPH 48 0(0) 1(0,3) 1
VPH 51 5(21,7) 41 (13,2) 0,341
VPH 52 1(4,3) 42 (13,5) 0,333
VPH 53 1(4,3) 23 (7,4) 1
VPH 16+53 1(4,3) 10 (3,2) 0,54
VPH 54 1(4,3) 18 (5,8) 1
VPH 55 2(8,7) 57 (18,3) 0,394
VPH 56 3(13) 29 (9,3) 0,473
VPH 58 0(0) 21 (6,8) 0,38
VPH 59 3(13) 31 (10) 0,717
VPH 61 1(4,3) 23 (7,4) 1
VPH 61 + oncogénico 1(4,3) 17 (5,5) 1
VPH 16+61 0(0) 9(29) 1
LAGM + VPH 61 0(0) 1(0,3) 1
VPH 62 0(0) 51 (16,4) 0,033 0 (0-0)
VPH 66 4 (17,4) 30 (9,6) 0,273
VPH 68 2(87) 27 (87) 1
VPH 16+68 1(4,3) 7(2,3) 0,438
VPH 69 0(0) 9(29) 1
VPH 70 2(8,7) 24.(7,7) 0,697
VPH 71 0 (0) 1(0,3) 1
VPH 72 3(13) 21 (6,8) 0,223
VPH 81 3(13) 45 (14,5) 1
VPH 82 1(4,3) 13 (4,2) 1
VPH 83 1(4,3) 2(0,6) 0,193
VPH 84 5(21,7) 22 (7,1) 0,029 0,428 (0,104-1,764)
VPH 108 1(4,3) 10 3,2) 0,549
Aclaran VPH de Alto riesgo, n (%) 7 (30,4) 101 (33,9) 0,735
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Aclaran VPH de bajo riesgo, n (%) 10 (43,5) 84 (27,7) 0,108
Adquisicion VPH de alto riesgo, n (%) 19 (82,6) 140 (45,3) 0,001 4,14 (1,14-15,031)
Adquisicion de VPH de bajo riesgo, n (%) 18 (78,3) 124 (40,3) 0,0001 3,675 (1,044-12,944)

FP, formacion profesional; HB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C; ITS, infeccién de
transmision sexual; AAR, anoscopia de alta resolucion, VIH, virus de la inmunodeficiencia humana;
SIDA, sindrome de la inmunodeficiencia humana; CD4, linfocitos CD4; CDS8, linfocitos CD8; CV, carga
viral; CD4/CD8, cociente CD4/CD8; TAR, terapia antirretroviral; VPH, virus del papiloma humano; AR,
genotipo alto grado; BR, genotipo bajo grado
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Capitulo 6: Discusion

Nuestra cohorte de pacientes incluidos y seguidos durante una mediana de 43
meses, tenian un tercio de ellos menos de 30 anos, y tres quintos oscilaban entre
30-50 afios. Aproximadamente la mitad fumaban y uno de cada cinco habia
tenido mas de 300 parejas sexuales en toda su vida.

En cuanto a la infeccion por el VIH, tenian una excelente situacion viro-
inmunoldgica, con tan solo un 4,1% de fracaso virolégico y una mediana de CD4
de 698,9 cél/uL. E1 71,2 % estaban infectados por virus de papiloma de bajo riesgo
y el 56% coinfectados con genotipos de alto riesgo. Menos de la mitad tenian una
mucosa anal normal, aproximadamente uno de cada diez tenia un HSIL en el
momento de ser incluido y tres (0,6%) un Cancer de ano en la visita basal. Datos
muy similares a las de otras cohortes europeas (179), e incluso norteamericanas,
donde la principal diferencia con la nuestra estaba en el raza, ya que en esas

predominaban los sujetos afroamericanos (180).

En un estudio llevado a cabo en el norte de Taiwan (181), realizado en HSH
seropositivos y negativos, hallaron que la prevalencia tanto de LSIL como de
HSIL en la citologia anal fue significativamente mayor en PVVIH, 23,8% de LSIL
y un 15,8% de HSIL. Resultados dispares con respecto los que encontramos
nosotros en la citologia de despistaje en la que hallamos un porcentaje mas
elevado de LSIL (46,7%) con una prevalencia mucho menor de HSIL (2,6%).
Epidemioldgicamente, la cohorte no distaba mucho de la nuestra, con una media
de edad de 32 afios, y una situacion viroinmunoldgica similar, destacando como
principales diferencias, una escasa vacunacion contra el VPH (menos del 10% de
los HSH-VVIH del estudio estaban vacunados) y un menor uso del preservativo
en torno al 50%; con una prevalencia de serotipos de alto riesgo similar a la

nuestra (72,8% vs 74%) y la de BR algo menor (65,45 vs 71,2).
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Sin embargo, los datos de la cohorte italiana de Benevolo et al. son muy similares
a los nuestros con una prevalencia de LSIL del 47,9% y de HSIL del 8,3%. En esta
cohorte, la edad media de los participantes era algo mayor a la nuestra (43 afos),
tenian también una situacién viroimunoldgica y comportamientos sexuales
parecidos, con una diferencia radical en la metodologia con respecto a nuestro
estudio, pues los participantes requerian como criterio de inclusion en la cohorte
una citologia normal en la primera visita; en nuestra cohorte a todos los pacientes
incluidos se les realizaba citologia anal y AAR. Por altimo, en la cohorte italiana,
ninguno de los participantes estaba vacunado frente al VPH, era un criterio de

exclusion del estudio (182).

En cuanto al valor de la PCR del VPH de bajo riesgo como unica prueba de
despistaje de HSIL o Cancer de ano, encontramos una sensibilidad y un valor
predictivo negativo superiores a la de la citologia anal y muy parecidos a la de la
PCR de VPH de alto riesgo. Hallamos que la mono-infeccion por genotipos de
bajo riesgo del VPH en pacientes con citologia normal descartaba en el 100% de
las ocasiones HSIL plus. Siendo este el primer trabajo que analiza el valor de la
PCR de VPH de bajo riesgo en el diagnostico de estas lesiones en el canal anal de
HSH-VVIH. Por otra parte, también hallamos que la combinacion de la PCR de
VPH de alto riesgo junto a la citologia anal conseguia una sensibilidad y un valor
predictivo negativos del 100% para descartar HSIL plus. Nuestros resultados son
similares a los publicados previamente, en cuyos trabajos exponen la necesidad
de asociar la PCR del VPH de alto riesgo a la citologia anal en el despistaje de

lesiones precursoras y de cancer de ano en HSH VIH positivos (183,184).

Por otra parte, en relacién a la progresion de pacientes con lesiones LSIL a HSIL
plus encontramos, que esto ocurria en menos del cinco por ciento de los sujetos,
y durante el primer afio de seguimiento, aproximadamente. Nuestra tasa de

progresion fue menor a la descrita por otros autores que la sitian entre 16,4%
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(185) y 36% (186). La primera cohorte tenia una edad media mayor, y un mayor
porcentaje de pacientes con nadir de CD4< 200 cél/uL; y la segunda era una
cohorte mas heterogénea con inclusién de hombres, mujeres y pacientes con y
sin infeccion por el VIH. En ambos casos, el porcentaje de fumadores y
exfumadores era superior al 50%. En nuestro estudio habia un 15% de sujetos
vacunados frente al VPH, y eran tratados con Imiquimod en caso de condilomas
intra-anales, o genitales, con una tasa de aclaramiento del VPH-AR de 30,4% y
BR del 43,5%. En las cohortes descritas, los pacientes no estaban vacunados, y los
que recibian tratamiento eran excluidos del analisis en el primer caso. En ninguno

se describe la tasa de aclaramiento del virus.

En un estudio italiano compuesto por 204 HSH-VVIH (187), con caracteristicas
demogréficas y viro-inmunolodgicas similares a las de nuestra cohorte, describen
tasas de aclaramiento del VPH en el canal anal de 15,6 x 1000 p-m para genotipos
de ARy de 23,1 x 1000 p-m para genotipos de BR. Encontramos como principal
diferencia con respecto a nuestra cohorte, que ninguno de los participantes del
estudio italiano se sometid a la vacunacion profilactica contra el VPH durante el
periodo de seguimiento. Tampoco se incluyeron al inicio del estudio pacientes

que hubiesen recibido la vacuna frente al virus del papiloma humano.

En nuestro estudio, los factores que se relacionaban con la progresion de LSIL a
HSIL plus fueron la adquisicion de genotipos de alto y bajo riesgo del VPH
(especificamente el 6) y la historia de SIDA.

El grado de inmunosupresion es un factor asociado con en el riesgo de progresion
de lesiones, identificandose como tal, tanto las cifras de linfocitos CD4 recientes,
como el nadir de CD4 < 200 cél/uL (188,189). Igualmente, existe evidencia del
papel de la inmunosupresion en el grado de incidencia y eliminacién de
genotipos oncogénicos como es el VPH-16, en las PVVIH; en una cohorte

francesa, este genotipo era incluso mas persistente que el VPH-18 (190). También
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un estudio realizado en el Sudeste Asidtico, para analizar la incidencia,
aclaramiento y persistencia del VPH-AR en el canal anal, identificd el VPH-16
como el genotipo mas persistente tanto en VIH positivos como en no infectados,
con un riesgo 4,48 veces mayor de infeccion persistente por VHP-16 en pacientes

con cifras menores de CD4 nadir (191).

Los genotipos con mayor prevalencia e incidencia en canal anal son el 16 entre
los de AR y el 6 en los de BR (192,193). Segun diferentes autores, el genotipo 16
tiene reducidas tasas de aclaramiento (194, 195, 196,); un estudio australiano
realizado en HSH-VIH (194) concluyd que dos tercios de los hombres con este
genotipo tenian infeccion persistente 2 afios mas tarde, con la tasa mas baja de
eliminacion de todos los de alto riesgo; resultados coincidentes con otras
investigaciones (195,196). Este hallazgo es transcendental pues una infeccion
persistente por dicho genotipo en mucosa anal es un factor clave en el desarrollo

de lesiones precursoras y cancer ano (197,198).

En un estudio recientemente realizado, también en HSH-VVIH, se estudio el
genotipado de VPH en lesiones verrugosas de canal anal y hallaron que dichas
lesiones eran en mas del 20% HSIL y que estaban infectadas por genotipos de
bajo, y alto riesgo; por lo que los autores concluyeron que tanto los genotipos
oncogénicos como no oncogénicos estaban implicados en la génesis de las HSIL
plus en dicha mucosa (199). Los genotipos de alto riesgo son los que
habitualmente han sido relacionados con la progresion de lesiones anales (200),
fundamentalmente el 16, que es, ademas, el mas aislado. En un metaanalisis
publicado en 2018 se concluyé que el VPH-16 era el genotipo oncogénico por
excelencia en mucosa anal, responsable del desarrollo tanto de lesiones
precursoras como neoplasicas (201).

El genotipo VPH 6, sin embargo, ha sido histéricamente clasificado como de bajo

riesgo, y asociado con el desarrollo verrugas y LSIL (202, 203). Sin embargo, en
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la literatura hay trabajos en los que se demuestra la asociacion entre la mono-
infeccion por el genotipo 6 y la progresion a HSIL (204, 205). Ademas, también se
ha encontrado que la infeccion cronica producida de forma solitaria por los
siguientes genotipos de bajo riesgo el 6, 11, 42, 44 o 70 podria ser la causa de un

pequeio ntimero de canceres de ano (206).

Es necesario, por tanto, la vigilancia activa de los condilomas anogenitales, tal
como sefiala un estudio estadounidense disefiado para evaluar el riesgo de
desarrollar CA en PVVIH con antecedentes de verrugas anogenitales (207). Este
estudio concluyd que las PVVIH con antecedentes de verrugas anogenitales
tenian un riesgo sustancialmente mayor de desarrollar CA en comparacién con
las PVVIH sin dicho antecedente. En nuestro estudio, el porcentaje de pacientes
con antecedentes de condilomas fue de un 30,2% y un 21,3% de los pacientes
presentaban condilomas en el momento de la primera AAR, resultando esto
ultimo un factor de riesgo de progresion a HSIL en el andlisis bivariante. Si bien
no se confirmo posteriormente en el analisis multivariante. Todos estos datos
enfatizan la necesidad de tratamiento o vigilancia estrecha de pacientes con

verrugas ano-genitales ante el riesgo de desarrollar CA.

El estudio SPANC evidencid la necesidad de detectar aquellas lesiones
precancerosas con mayor probabilidad de convertirse en cancer, puesto que no
todos los HSIL progresan a CA (208). En nuestro estudio, un 30,4% de los LSIL
desaparecio de forma espontanea en una mediana de tiempo de 12 meses. Un
estudio australiano publicado por Poynten el al. (209), encontré una tasa de
aclaramiento de HSIL de 24 por 100 personas-afio, en una cohorte de pacientes
que incluia tanto HSH seropositivos como negativos y que nunca recibieron
intervencion alguna sobre las lesiones. Lo cual nos lleva de nuevo a la necesidad
de adquirir una mejor comprension del riesgo de progresiéon de la infeccién por

VPH a lesiones precursoras y CA, para definir los casos que precisan actuacion
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médica y establecer asi unas pautas que mejoren la vigilancia, deteccion y

tratamiento de lesiones en poblaciones de riesgo (210).

No existen en la actualidad métodos de deteccion de HSIL o cancer anal
estandarizados, si bien se han publicado recomendaciones para la deteccion de
estas lesiones en PVVIH mediante exdmenes rectales, anoscopia y/o citologia
anal por varias organizaciones especializadas en ITS y enfermedades
colorrectales (211). Este estudio pretende avanzar en esta linea de investigacion

hacia programas de prevencién y diagndstico seguros y fiables.

Las limitaciones de nuestra investigacion son las derivadas del propio disefio
realizado en una poblaciéon muy concreta HSH VIH positivos, por lo que los
datos no se pueden extrapolar a otros grupos. En cuanto a las fortalezas, es el
primer estudio que analiza el valor de la monoinfeccidon por genotipos del VPH
de bajo riesgo en canal anal en HSHVVIH; el disefio (prospectivo y longitudinal);
el gran numero de sujetos incluidos seguidos de una forma sistematica y
homogénea durante un largo periodo de tiempo; disenada para analizar y
obtener los objetivos planteados.

En conclusion, la monoinfeccion por genotipos del VPH-BR en pacientes con
citologia normal no se asocia con lesiones precursoras ni cancer de ano. La tasa
de progresion de LSIL a HSIL plus fue inferior al 5% lo que se relacionaba con la
adquisicion de genotipos de alto y bajo riesgo del VPH (especificamente el 6) e

historia de SIDA.
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Capitulo 7: Conclusiones.

Conclusiones del Objetivo principal:
1. En nuestro estudio, el valor de la PCR de VPH de bajo riesgo para el
diagnostico de HSIL plus (CA y/o HSIL) tuvo una S del 79.6%, E del 27.9%, VPP
del 12.7% y VPN del 91.6%.

Conclusiones de los objetivos secundarios:

2. E1 74% de los pacientes estaban infectados por genotipos VPH-AR en mucosa
anal y el 71.2% por genotipos de bajo riesgo. El 56% presentaba infeccién mixta
(genotipos de AR y BR), y el 24.1%, infeccion simultanea por VPH oncogénicos
de los subtipos A7 y A9. Los genotipos hallados mas frecuentes fueron el 16 de
alto riesgo (26.4%), seguido de los 6 y 62 de bajo riesgo (18.9% y 17%,

respectivamente).

3. La tasa de adquisicion de VPH-BR fue del 78,3% en pacientes progresores y del
40,3% en no progresores (p=0.0001). La tasa de aclaramiento fue del 43,5% en

progresores y del 27.7% en no progresores (p=0.108).

4. En nuestra cohorte, la tasa de pacientes con LSIL (AIN1) que progresé a HSIL

plus fue del 4.7%, en una mediana de 12 meses (P25-P75: 12-12).

5. Los factores que hallamos relacionados con la progresion a HSIL plus fueron:
la adquisicion de VPH de alto (HR: 4,27; IC 95% 1,165-15,7), y bajo riesgo (HR
3.75 1C95% (1.06-13.27), historia de SIDA previa (HR: 5.83 IC95%: 1.8-18.82), y la
infeccion por el genotipo 6 (HR 4.5, IC95%: 1.36-15.1).
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Abstract: To determine the value of low-risk human papillomavirus (HPV) PCR to screen for “high-
grade anal squamous intraepithelial lesion and anal cancer” (HSIL-plus), rate of patients with low-
grade anal squamous intraepithelial lesion (LSIL) progressing to HSIL-plus, and progression-related
factors. Prospective, longitudinal study of consecutive MSM-LHIV attended between May 2010 and
December 2021 and followed for 43 months (IQR: 12-76). HIV-related variables were gathered at
baseline, performing anal cytology for HPV detection/genotyping, thin-layer cytological study, and
high-resolution anoscopy (HRA). Follow-up was annual when HRA was normal or LSIL, and post-
treatment in cases of HSIL-plus, re-evaluating sexual behavior, viral-immunological status, and HPV
infection of anal mucosa. The 493 participants had mean age of 36 years: CD4 nadir < 200 cells/uL
in 23.1%, virological failure in 4.1%, and tetravalent HPV vaccine > 5 years earlier in 15%. HSIL-plus
was ruled out in patients with monoinfection by low-risk HPV genotype and normal cytology (100%
sensitivity, 91.9% specificity, PPV 2.9%, and NPV 100%). Progression from LISL to HSIL-plus occurred
in 4.27% of patients within 12 months (IQR: 12-12): risk factors were acquisition of high-risk (HR: 4.15;
95% CI: 1.14-15.03) and low-risk (HR: 3.68 95% CI: 1.04-12.94) HPV genotypes, specifically genotype
6 (HR: 4.47, 95% CI: 1.34-14.91), and history of AIDS (HR: 5.81 95% CI: 1.78-18.92). Monoinfection by
LR-HPV genotypes in patients with normal cytology is not associated with anal cancer or precursor
lesions. Progression from LSIL to HSIL-plus, observed in <5% of patients, was related to acquisition
of HR and LR HPV genotypes, especially 6, and a history of AIDS.

Keywords: human immunodeficiency virus (HIV); men who have sex with men living with HIV
(MSM-LHIV); human papillomavirus (HPV); non-AIDS-defining diseases; anal canal

1. Introduction

Anogenital infection by human papillomavirus (HPV) is the most common sexually
transmitted infection (STI) worldwide [1]. It has a predilection for skin and mucosal cells
and is associated with a wide range of lesions, from warts to low- and high-grade squamous
intraepithelial lesions (LSIL and HSIL) and vulvar, vaginal, penis, oropharyngeal, and anal
carcinomas [2].

Immunosuppression is a risk factor for HPV acquisition and is produced by infection
with the human immunodeficiency virus (HIV). The degree of immunodepression has been
related to the incidence of anal dysplasia from chronic infection by HPV genotypes [3,4].
This infection commonly involves the anal mucosa, and anal cancer is one of the most
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frequent non-AIDS-defining diseases in people living with HIV (PLHIV), mainly in women
and men who have sex with men (MSM) [5,6].

Research to date has established a relationship between high-risk (HR) genotypes and a
greater likelihood of precursor lesions of anogenital or oropharyngeal cancer/carcinomas [7,8].
MSM living with HIV (MSM-LHIV) who have normal anal cytology and are not infected by
an oncogenic HPV genotype have shown no increased risk of HSIL or anal cancer [9].

Inadequate data are available on the presence/absence of HSIL or anal cancer in
patients with monoinfection by LR HPV genotype. The objectives of this study were to
verify the sensitivity (S), specificity (Sp), and negative (NPV) and positive (PPV) predictive
value of the presence of anal mucosal infection by LR HPV genotypes to screen for HSIL
and/or anal cancer (HSIL-plus) in MSM-LHIV; to determine the percentage of these patients
progressing from LSIL to HSIL-plus; and to analyze the factors related to this progression.

2. Results
2.1. Baseline Characteristics of the Cohort

The study included 493 MSM-LHIV aged 36 years (£10.36), 48.6% were university
students, 48.1% smoked a mean of 1.65 packs/year (IQR: 0-15), 15% had received the full
course of tetravalent HPV vaccine; and 39.8% had another STI; the median number of part-
ners to date was 50 sexual partners (IQR: 20-200), and the median number in the previous
12 months was 2 (IQR 1-8). Table 1 exhibits results for the remaining characteristics.

Table 1. Epidemiological characteristics of the cohort.

Cohort N =493

Age, mean (years), (£SD) 36.48 (+£10.434)
<30 years 151 (30.6)
Between 30 and 50 years 290 (58.8)
>50 years 52(10.5)
Nationality, n (%)

European 464 (94.1)
Central /South American 27 (5.5)
African 2(04)
Median NPT (IQR) 50 (20-200)
Median NP12m (IQR) 2(1-8)
Median age at start of sexual relations ((IQR) 18 (16-20)
Use of condom, n (%) 329 (66.7)
Median % of use of condom (IQR) 100 (0-100)
Relationships during the previous year, n (%) 442 (89.7)
Occupation (%)

Non-retired (including students, actively employed, 434 (88)
unemployed, etc.)

Schooling level, n (%) 5(35)
ﬁ?;;‘:""““g 24 (16.9)
Second};ry gg (ig'?
University “86)
Smoking, n (%) 237 (48.1)
Ex-smoker, n (%) 45 (9.1)
Median packs/year, (IQR) 1.65 (0-15)
Alcohol, n (%) 210 (42.6)
Median SDUs, (IQR) 0(0-4)
Ex-IDU, n (%) 4(0.8)
Polypharmacy, n (%) 55(11.2)
HPV vaccination, n (%) 74 (15)
Chronic hepatopathy by HBV, n (%) 16 (3.2)
Chronic hepatopathy by HCV, n (%) 14 (2.8)
Syphilis in baseline visit, n (%) 154 (31.2)
Other STIs at baseline visit, n (%) 144 (29.2)
Total number of STIs at baseline visit, n (%)

- None 288 (58.4)
-One 196 (39.8)
-Two 6(1.2)

- Three 2(04)
Positive Mantoux at baseline visit, n (%) 33(6.7)
Comorbidities, n (%) 60 (12.2)
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Table 1. Cont.

Cohort N =493

Condylomas in inclusion visit, n (%) 105 (21.3)
History of genital condylomas, n (%) 149 (30.2)

NP12m, number of sexual partners during the previous 12 months; NPT, total number of sexual partners since
initiation of sexual relations; SRs, sexual relationship; SDUs, standard drink units; IDU, injection drug user;
Ex-IDU, ex-infection drug user; HPV, human papillomavirus; HBV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; TBC,
tuberculosis; STI, sexually transmitted infection.

The mean age at HIV diagnosis was 31 years, and the mean CD4 count was 444.6 cells/uL,
with 23.1% of participants having CD4 nadir < 200 cells/uL. At study enrolment, the CD4
count was 689.8 cells/uL and CD4/CDS8 ratio 0.7 (0.46-0.98), 10.8% were naive, and 4.1%
were in virological failure. They had received antiretroviral treatment (ART) for a median
of 20 months (IQR: 7-73): 32.9% with non-nucleoside analog reverse transcriptase inhibitor
(NNRTI), 26.2% with protease inhibitor (PI), and 38.5% with integrase strand transfer inhibitors
(INSTI). Table 2 exhibits the findings for other study variables.

Table 2. Variables related to HIV infection.

Cohort N =493

Risk for acquiring HIV infection

- MSM 485 (98)
-IDU 1(0.2)

- Unknown 6(1.2)
Median months since diagnosis of HIV infection (IQR) 30.5 (10-105)
Median age at diagnosis of HIV infection (IQR) 31(25-37)
AIDS (A3, B3, C), n (%) 114 (23.1)
CD4 at diagnosis, mean (+SD) 444.58 (+288.8)
CD8 at diagnosis, mean (+SD) 1115.57 (£749.9)
VL at diagnosis, (log10) mean (+SD) 55 (+6.1)
Nadir, n (%)

<200 114 (231)
200-500 231 (46.9%)
>500 129 (26.2)
CD4 baseline visit, mean (+SD) 689.8 (+£450.5)
CDS8 baseline visit, mean (+SD) 1954.4 (+£528.7)
CD4/CD8 baseline visit, median (IQR) 0.7(0.46-0.98)
VL (log10) baseline visit, mean (-SD) 3.6 (+4.2)
VL < 50 cop/mL baseline visit, n (%) 344 (70.9)
Naive, n (%) 53 (10.8)
Median ART lines from initiation (IQR) 1(1-2)
Median months with ART up to VO (IQR) 20 (7-73)
ART line baseline visit, median, (IQR) 1(1-2)
Adherence to ART at VO, median % adherence (IQR) 100 (100-100)
Virological failure, n (%) 20 (4.1)
Reason for ART abandonment, n (%)

- Adverse effects 8(1.6)

- Other causes 5(1)
ART, n (%)

- NRTI 393 (79.7)

- NNRTI 162 (32.9)
-PI 129 (26.2)

- INSTI 190 (38.5)

HIV, human immunodeficiency virus; AIDS, acquired immunodeficiency syndrome; MSM, men who have sex
with men; IDU: injection drug user; CD4, CD4 lymphocytes; CD8, CD8 lymphocytes; VL, viral load; CD4/CD8,
CD4/CD8 ratio; ART, antiretroviral therapy; NRTI, nucleoside analog reverse transcriptase inhibitor; NNRTI, non-
nucleoside analog reverse transcriptase inhibitor; PI, protease inhibitor; INSTI, integrase strand transfer inhibitors.

Infection by oncogenic genotypes was detected in 74%, with a median of 1 genotype
(IQR:1-3); infection by non-oncogenic genotypes in 71.2%, with a median of 1 genotype
(IQR:0-2); and coinfection in 56%. HR genotypes 16 (26.4%) and 31 (13.6%) were the most
frequently isolated, followed by LR genotypes 6 (18.9%) and 42 (17.8%). Table 3 displays
results for the other variables.
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Table 3. HPV infection data at baseline visit.

N =493
HR-HPV, n (%) 365 (74)
Number of HR-HPV serotypes, median (P25-P75) 1(1-3)
LR-HPV, n (%) 351 (71.2)
Number of LR-HPV serotypes, median (P25-P75) 1(0-2)
HPV coinfection (HR and LR), n (%) 276 (56)
A9 clade: HPV 18, 39, 45, 59, 60, n (%) 206 (41.8)
A7 clade: HPV 16, 31, 33, 35,52, 58, 67, n (%) 238 (48.3)
Simultaneous infection oncogenic HPV clades A7 and A9, n (%) 119 (24.1)
HPV 6, n (%) 93 (18.9)
HPV 11, n (%) 82 (16.6)
HPV 16, n (%) 130 (26.4)
HPV 18, n (%) 64 (13)
HPV 26, n (%) 8(1.6)
HPV 31, n (%) 67 (13.6)
HPV 33, n (%) 36 (7.3)
HPV 35, n (%) 48 (9.7)
HPV 39, n (%) 61 (12.4)
HPV 40, n (%) 12 (2.4)
HPV 42, n (%) 88 (17.8)
HPV 43, n (%) 20 (4.1)
HPV 45, n (%) 63 (12.8)
HPV 51, n (%) 71 (14.4)
HPV 52, n (%) 63 (12.8)
HPV 53, n (%) 42 (8.5)
HPV 54, n (%) 36 (7.3)
HPV 55, n (%) 83 (16.8)
HPV 56, n (%) 40 (8.1)
HPV 58, n (%) 35(7.1)
HPV 59, n (%) 50 (10.1)
HPV 61, n (%) 35(7.1)
HPV 62, n (%) 84 (17)
HPV 66, n (%) 40 (8.1)
HPV 68, n (%) 55(11.2)
HPV 69, n (%) 16 (32)
HPV 70, n (%) 38(7.7)
HPV 72, n (%) 31(6.3)
HPV 73, n (%) 44 (8.9)
HPV 81,n (%) 79 (16)
HPV 82, n (%) 25(5.1)
HPV 83, n (%) 5(1.0)
HPV 84, n (%) 33(6.7)
HPV 108, n (%) 13 (2.6)

Baseline cytology results showed LSIL in 46.7%, normal mucosa in 40.8%, atypical
squamous cells of uncertain significance (ASCUS) in 7.7%, and HISL in 2.6%. High-
resolution anoscopy (HRA) results were normal in 52.3% of participants, LSIL (AIN1) in
38.5%, HSIL (AIN2/3) in 11%, and ASCC in 0.6% (Table 4).

Table 4. Cytology and anoscopy results at baseline visit.

Cytology N =493
Normal, n (%) 201 (40.8)
- Normal, without HR genotypes, n (%) 42 (8.5)
- Normal, with HR genotypes, n (%) 149 (30.2)
ASCUS, n (%) 38(7.7)
LSIL, n (%) 230 (46.7)
HSIL, n (%) 13 (2.6)
High-resolution anoscopy (HRA) N =493
Abnormal, n (%) 235 (47.7)
LSIL (AIN1), n (%) 190 (38.5)
HSIL (AIN2/3), n (%) 54(11)
Anal carcinoma (ASCC) 3(0.6)

LSIL, low-degree squamous intraepithelial lesion; HSIL, high-degree squamous intraepithelial lesion; ASCUS,
atypical squamous cells of undetermined significance; HRA high-resolution anoscopy; HPV, human papillo-
mavirus; HR, high-risk genotype; LR, low-risk genotype.

2.2. Diagnostic Value of Cytology and HPV PCR for Anal Dysplasia

LR-HPV PCR achieved 79.6% sensitivity (S), 27.9% specificity (Sp), 12.7% positive
predictive value (PPV), and 91.6% negative predictive value (NPV) for the diagnosis of
HSIL-plus, while cytology demonstrated 72.7% S, 43.7% Sp, 14.2% PPV, and 82.4% NPV for
this diagnosis. HSIL-plus could be ruled out in all patients with anal mucosa monoinfection
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by LR-HPV genotypes and normal cytology (100% S, 91.9% Sp, 2.9% PPV, and 100% NPV)
(Table 5). Correlations between biopsy, cytology, and HR and LR HPV PCR results for HSIL-
plus never exceeded 0.4, the minimum value for analyzing agreement between techniques
(Table 6).

Table 5. Sensitivity, specificity, PPV, and NPV of anal cytology and HPV PCR for diagnosis
of HSIL-plus.

Sensitivity (%) Specificity (%) PPV (%) NPV (%)

Normal Cytology (n =202) 27.3 56.3 74 85.7
Abnormal Cytology (n = 281) 727 437 14.2 824
LSIL (n = 230) 61.8 54.2 14.8 91.7
HSIL (n = 13) 12.7 98.6 53.8 89.7
ASCUS (n = 38) 1.8 91.3 26 87.8
HPV—High-risk (n = 368) 85.7 254 13 93.2
HPV—Low-risk (n = 43) 79.6 279 12.7 91.6
HPV—High- and low-risk (n = 277) 66.1 439 134 90.8
HPV—Low-risk positive and normal cytology (n = 125) 14.8 72.3 6.4 86.9
HPV—Low-risk positive, HPV—High-risk negative, and normal cytology (n = 35) 100 91.9 29 100
HPV—Low-risk negative and normal cytology (n = 75) 9.4 834 6.7 88

HPV—High-risk negative and normal cytology (n = 61) 100 90.2 87.5 100

LSIL: low-grade intraepithelial lesions; HSIL: high-grade intraepithelial lesions; ASCUS: atypical squamous cells
of unknown significance.

2.3. Factors Related to the Progression of Lesions from LSIL to HSIL-Plus

The median follow-up period was 43 months (IQR: 12-76). After a mean follow-up of
12 months, progression from LSIL (AIN1) to HSIL-plus was observed in 23 participants
(4.7%) (IQR: 12-12), with 1 progressing to invasive anal cancer (ASCC) and 22 to HSIL
(AIN2/AIN3), while spontaneous regression of LSIL (AIN1) was recorded in 150 (30.4%)
(IQR: 12-24).

In bivariate analyses, the risk factors for progression from LSIL to HSIL-plus were
age at HIV diagnosis (25.5 [IQR: 20.3-30.4] vs. 31 [IQR: 25.3-37] years; p = 0.016]), AIDS
stage (43.5 vs. 23.8%; p = 0.036), non-retired (69.6 vs. 89.6%; p = 0.011), the presence
of condylomas (43.5 vs. 20.3%; p = 0.009), a history of condylomas (56.5 vs. 29.3%;
p = 0.007), the acquisition of HR (82.6 vs. 45.3%; p = 0.001) and LR (78.3 vs. 40.3%;
p =0.0001) genotypes, and anal mucosa infection by genotypes 6 (39.1 vs. 17%; p = 0.021)
and 84 (21.7 vs. 7.1%; p = 0.029). Infection by HPV-62 genotype emerged as a protective
factor against progression (0 vs. 16.4%, p = 0.033) (Table 7).

In the multivariate analysis, progression from LSIL to HSIL-plus was related to the
acquisition of HR (HR: 4.15; 95% CI 1.14-15.03) and LR (HR 3.68 95% CI: 1.04-12.94) HPV
genotypes, including infection by genotype 6 (HR 4.47 95% CI: 1.34-14.91) and a history of
AIDS (HR: 5.81 95% CI: 1.78-18.92) (Table 7).

In the study of factors favoring progression from AIN1 to HSIL-plus in patients
with AIDS, no statistically significant association was found in bivariate analyses, which
considered age, age at start of sexual relations, number of sexual partners in previous
12 months, VPH vaccination, time since HIV diagnosis, CD4 count, CD8 count, viral load,
and number of HR and LR HPV genotypes and of all genotypes.
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Table 6. Correlation of anal HPV cytology and PCR with histology.

Normal LSIL (AIN 1) HSIL (AIN2 and 3) SCCA
N =250 N=189 N =54 N=1
n (%) r* n (%) r* n (%) r* n (%) r*
Kappa Spearman Kappa Spearman Kappa Spearman Kappa Spearman
136 (54.4) 0.0001 55(29.1) 0.0001 13 (24.1) 0.005 1(100) 03
Normal Cytology (n = 201) 0.26 0.26 0.21 021 0.09 0.13 0.006 0.054
101 (40.4) 00001 134 (70.9) 0.0001 41(75.9) 0.005 0 03
Abnormal Cytology (n = 281) 0.29 0.3 0.21 0.21 0.09 0.13 0.006 0.054
82(32.8) 0.0001 118 (62.4) 0.0001 35 (64.8) 0.007 0 0.34
LSIL (n = 230) 0.31 031 023 0.24 0.08 0.12 0.004 0.04
3(12) 0.036 3(L.6) 0.23 7(13) 0.001 0 1
HSIL (n = 13) 0.032 0.095 0.02 0.05 0.17 0.23 0.004 0.008
24(9.6) 0.143 16 (8.5) 0.69 1(1.9) 0.8 0 1
ASCUS (n = 38) 0.037 0.067 0.011 0.02 0.08 0.08 0.004 0.01
170 (68) 0.0001 161 (85.2) 0.0001 47 (87) 0.04 2 (100) 1
HPV—High-risk (n = 368) 0.16 0.19 0.13 0.17 0.04 0.09 0.003 0.04
170 (68) 0.012 147 (77.8) 0.055 43 (79.6) 0.24 2 (100) 1
HPV—Low-risk (n = 353) 0.1 0.12 0.07 0.09 0.02 0.05 0.003 0.04
122 (49) 0.0001 126 (66.7) 0.001 36 (66.7) 0.14 2 (100) 0.5
HPV—High- and low-risk 0.17 017 0.14 0.15 0.04 0.07 0.006 0.06
(n=277)
49 (19.6) 0.0001 11 (5.9) 0.001 0 0.003 0 07
HPV—High-risk negative and 015 022 013 017 014 0.4 0.004 0.02
normal cytology (n = 61)
81(33.2) 0.0001 39(20.7) 0.027 8(14.8) 0.04 1(100) 0.09
HPV—Low-risk positive and
_ 0.14 0.162 0.09 0.1 0.08 0.09 0.012 0.08
normal cytology (n = 125)
28 (11.5) 0.0001 6(32) 0.007 0 0.023 0 0.8

HPV—Low-risk positive,
HPV—High-risk negative, and 0.09 0.17 0.076 0.124 0.09 0.09 0.004 0.013
normal cytology (n = 34)

51(209) 0.002 190.1) 0.006 509.4) 018 0 07
PV Lowri .
HPV—Low-risk negative and 011 014 011 0.13 0.06 0.06 0.004 0.02

normal cytology (n = 75)

ASCUS: atypical squamous cells of unknown significance; LSIL: low-grade intraepithelial lesions; HSIL: high-
grade intraepithelial lesions; AIN: anal intraepithelial neoplasia. SCCA: squamous cell carcinoma of the anus.
p *>0.005; correlation (kappa and Spearman).

Table 7. Results of bivariate and multivariate analyses.

Progressor Non-Progressor Bivariate Multivariate
N=23 N =317 r* HR, 95% IC
Mean age (years), (+DS) 32.43 (8.98) 36.79 (10.36) 0.051
Retired, n (%) 2(87) 17 (5.4) 0.374
Schooling level
- No schooling 0(0) 6(1.9) 0.761
- Primary 4(17.4) 36 (11.4)
- Secondary—Vocational 7 (30.4) 95 (30.1)
- University 12 (52.2) 179 (56.6) 0.97 (0.87-1.06)
Nationality, n (%)
- European, n (%) 21 (91.3) 300 (94.6) 0.727
- Central/South American, n (%) 2(87) 16 (5)
- African, n (%) 0(0) 1(0.3)
Active smoking 13 (56.5) 144 (45.4) 0.303
Alcohol 10 (43.5) 139 (43.8) 0.963
Use of condom, n (%) 2(87) 91 (29.4) 0.096
Sexual relations during previous year, n (%) 22(95.7) 282 (89.2) 0.490 281(058-13.57)
Previous history of
- Hepatopathy by HCV 2(8.7) 6(1.9) 0.096
- Hepatopathy by HBV 0(0) 12(3.8) 1
- Syphilis, n (%) 9(39.1) 87 (27.6) 0.237
- Other STIs, n (%) 8 (34.8) 87 (27.4) 0.449
- Montoux-positive, n (%) 2(8.7) 24(7.7) 0.696
History of condylomas, n (%) 13 (56.5) 92 (29.3) 0.007 1.29 (0.39-4.21)

Current condylomas, n (%) 10 (43.5) 64 (20.3) 0.009 1.74 (0.51-5.96)
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Table 7. Cont.

Progressor Non-Progressor Bivariate Multivariate
N=23 N =317 r* HR, 95% IC
CD#4 nadir (cells/uL), (SD) 380.6 (211.9) 368.2 (233.8) 0.806
AIDS stage (A3, B3, C), n (%) 10 (43.5) 75 (23.8) 0.036
CD#4 at diagnosis, mean (£SD) 474.5 (285.8) 439.8 (293.8) 0.593
CDS8 at diagnosis, mean (£SD) 1055.6 (737.4) 1161.7 (831.4) 0.638
VL at diagnosis (log), mean (+SD) 4.7 (4.84) 5.5 (6.11) 0.349 5.81 (1.78-18.92)
Baseline CD4/CD8, mean (+SD) 0.65 (0.24) 245 (11.8) 0.465
Baseline CD4, mean (4SD) 642.6 (309.7) 704 (516.4) 0.574
Baseline CD8, mean (+SD) 1022.6 (369) 1083.7 (545.9) 0.598
Baseline VL of HIV (log), mean (+SD) 3.78 (3.3) 35(4.2) 0.454
ART, n (%) 21 (91.3) 285 (89.9) 1
Virological failure, n (%) 3(15) 14 (4.9) 0.91
Median age at HIV diagnosis, years (IQR) 25.5(20.3-30.4) 31 (25.3-37) 0.016 0.97 (0.86-—1.10)
Median time since HIV diagnosis, months (IQR) 28.5 (14.5-69) 28 (8-98.75) 0.5 . ) .
Median number of LR-HPV 1(0.75-3) 1(1-2) 042
Median number of HR-HPV 1(1-3) 2(1-3) 0.61
LR-HPV, n (%) 18 (78.3) 222 (71.2) 0.46
HR-HPV, n (%) 19 (82.6) 239 (76.6) 0.50
Coinfection HR and LR-HPV, n (%) 15(65.2) 177 (56.9) 0.43
Oncogenic HPV clades (A7 plus A9) 5(21.7) 76 (24.4) 0.77
HPV 6 9(39.1) 53 (17) 0.021 447 (1.34-14.91)
HPV 11 3(13) 57 (18.3) 0.778
HPV 16 4(17.4) 80 (25.8) 0.37
HPV 18 4(17.4) 36 (11.6) 0.50
HPV 31 2(87) 51 (16.4) 0.552
HPV 33 2(8.7) 28 (9) 1
HPV 35 1(43) 33 (10.6) 0.49
HPV 39 1(4.3) 37(11.9) 0.49
HPV 42 5(21.7) 54 (17.4) 0.57
HPV 45 4(17.4) 40 (12.9) 0.52
HPV 51 5(21.7) 41 (132) 0.341
HPV 52 1(43) 42 (13.5) 0.333
HPV 55 2(87) 57 (18.3) 0.394
HPV 56 3(13) 29(9.3) 0.473
HPV 58 0(0) 21 (6.8) 0.38
HPV 59 3(13) 31 (10) 0.717
HPV 61 1(4.3) 23(7.4) 1
HPV 62 0(0) 51 (16.4) 0.033 0(0-0)
HPV 66 4(17.4) 30 (9.6) 0.273
HPV 68 2(87) 27 (8.7) 1
HPV 70 2(87) 24(7.7) 0.697
HPV 72 3(13) 21(6.8) 0.223
HPV 81 3(13) 45 (14.5) 1
HPV 82 5(21.7) 22(7.1) 0.029 0.43 (0.104-1.76)
Clearance HR-HPV, n (%) 7 (30.4) 101 (33.9) 0.735
Clearance LR-HPV, n (%) 10 (43.5) 84 (27.7) 0.108
Acquisition HR-HPV, n (%) 19 (82.6) 140 (45.3) 0.001 4.15 (1.14-15.03)
Acquisition LR-HPV, n (%) 18 (78.3) 124 (40.3) 0.0001 3.68 (1.04-12.94)

HBYV, hepatitis B virus; HCV, hepatitis C virus; STI, sexually transmitted infection; HRA, high-resolution anoscopy,
HIV, human immunodeficiency virus; AIDS, acquired immunodeficiency syndrome; CD4, CD4 lymphocytes;
CD8, CD8 lymphocytes; VL, viral load; CD4/CD8, CD4/CD8 ratio; ART, antiretroviral therapy; HPV, human
papillomavirus; HR, high-risk genotype; LR, low-risk genotype.

3. Discussion

The participants in this study were followed for a median of 43 months. One-third
were aged under 30 years, and three-fifths between 30 and 50 years; around one-half of
them smoked, and one-fifth reported a history of >300 sexual partners throughout life.
In regard to HIV infection, their viroimmunological status was excellent, with only 4.1%
in virologic failure and a median CD4 count of 698.9 cells; 71.2% were infected with LR
genotypes, 74% with HR genotypes, and 56% were coinfected with LR and HR genotypes.
Less than half of the participants had normal anal mucosa, around one-tenth had HSIL
at enrolment, and three (0.6%) had anal cancer, a similar profile to that of other European
cohorts [10], and even of a North American study population that mainly differed in ethnic
make-up, with a predominance of Afro-Americans [11]

With respect to the value of LR-HPV PCR as the sole screening test for HSIL or anal
cancer, it achieved S and NPV values that were higher than obtained with anal cytology
and very similar to those observed with HR-HPV PCR. HSIL-plus could be ruled out in all
participants with monoinfection by LR-HPV genotypes and normal cytology. This is the
first report on the value of LR-HPV PCR in the diagnosis of these lesions in MSM-LHIYV,
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showing that the combination of LR-HPV PCR and anal cytology ruled out HSIL-plus
with 100% S and 100% NPV. These findings are in line with previously published results
supporting the combination of HR-HPV PCR with anal cytology to screen for anal cancer
and precursor lesions in HIV-positive MSM [12,13]

LSIL progressed to HSIL-plus (1 ASCC and 22 AIN2/3) in less than 5% of participants
during the follow-up period, largely within one year of follow-up, lower than the progres-
sion rates of 16.4% [14] and 36% [15] described in previous studies. However, in comparison
to the present study, the mean age was higher and a larger percentage of patients had CD4
nadir < 200 cells/uL in the former study [14] and the cohort was more heterogeneous in
the latter, including men and women with and without HIV infection [15], which may in
part account for the differences in progression rates; in addition, more than half of partici-
pants were smokers or ex-smokers in both previous studies, whereas less than half of the
present patients were smokers and only 9.1% were ex-smokers. The objective of the present
study was to investigate the screening, early diagnosis, treatment, and prophylaxis of anal
dysplasia, resulting in a highly treated cohort. Thus, 15% had been vaccinated against HPV,
and those with HSIL or intra-anal or genital condylomas had been treated with imiquimod,
achieving HR-HPV and LR-HPV clearance rates of 30.4% and 43.5%, respectively, which
would have contributed to the lower percentage who progressed to high-grade lesions or
cancer of the anal mucosa. Participants were not vaccinated in the other two studies [14,15],
those receiving treatment for HSIL-plus were excluded from one of them [14], and neither
study described the virus clearance rate. In the present investigation, progression from
LSIL to HSIL-plus in anal mucosa was associated with the acquisition of HR- and LR-HPV
genotypes (specifically HPV-6) and a history of AIDS, while no association was observed
with coinfection by HR- and LR-HPV genotypes.

The degree of immunosuppression, defined by current CD4 count and CD4
nadir < 200 cells/uL, has been associated with the risk of lesion progression [16,17]. A
recent HPV genotyping study of anal warts/condylomas in MSM-LHIV found that >20%
of these lesions were HSIL and infected by LR and HR genotypes; the authors concluded
that oncogenic and non-oncogenic HPV genotypes were involved in the genesis of HSIL-
plus [18]. HR genotypes, in particular HPV-16, have frequently been related to anal lesion
progression [19]. A meta-analysis published in 2018 described HPV-16 as the carcinogenic
genotype par excellence in anal mucosa and responsible for both precursor lesions and
anal cancer [20]. HPV-6 has historically been classified as an LR genotype and associated
with the development of benign verrucose lesions or LSIL; however, an association was re-
cently found between monoinfection by HPV-6 and progression to HSIL [21]. Furthermore,
chronic monoinfection by LR genotypes 6, 11, 42, 44, or 70 has also been reported as the
cause of a small number of anal cancers [22].

The results of this study are limited to a specific population of HIV-positive MSM and
cannot be extrapolated to other types of subjects. Study strengths include the prospective
and longitudinal design, large sample size, and systematic long-term follow-up. Notably,
this is the first published report on monoinfection by LR-HPV genotypes in the anal canal
of MSM-LHIV.

In conclusion, monoinfection due to LR-HPV genotypes is not associated with anal
cancer or precursor lesions in patients with normal cytology. The progression rate from LSIL
to HSIL-plus was <5% and was related to the acquisition of HR- and LR-HPV genotypes
(specifically HPV-6) and a history of AIDS. These findings are directly relevant to the care
of anal dysplasia in MSM-LHIV, because the presence of LR-HPV genotypes alone with
normal cytology rules out precancerous lesions and anal cancer, allowing for a longer
interval between anoscopy examinations. Furthermore, given that only a very small
percentage of patients with low-grade AIN1 progress, and over a prolonged period, these
can be monitored by HRA every year rather than every three or six months.
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4. Materials and Methods

This prospective, longitudinal, single-center study included consecutive MSM-LHIV
who participated between May 2010 and December 2021 in a program for the screening,
diagnosis, treatment, and follow-up of anal mucosa dysplastic lesions. All participants
were attended at Virgen de las Nieves University Hospital (HUVN) of Granada, after
referral from Infectious Disease Units of the HUVN of Granada and Hospital Complex of
Jaen (Jaen, Spain). This study was approved by the ethical committee of the coordinating
center. All patients had given consent to the use of their data for research purposes, and
all data were gathered in accordance with Spanish personal data protection legislation
(Organic Law 3/5 December 2018).

The inclusion criterion was to be MSM-LHIV aged over 17 years. Exclusion criteria
were being a heterosexual man or woman living with HIV and having a history of anal
canal neoplasm in the previous five years.

At the baseline visit (V0), patients were informed about the conditions and objectives
of this investigation, and data were gathered on their age, history of perianal-genital
condylomas, number of sexual partners throughout life, number of sexual partners over
past 12 months, age at onset of sexual relations, utilization of condoms and their percentage
utilization, smoking (yes/no and packs/year), alcohol consumption (yes/no and standard
drink units, SDUs), injection drug use (IDU), ex-IDU, nationality, schooling, months with
HIV diagnosis, CDC-classified HIV stage, months under antiretroviral treatment (ART) and
lines used, virological failure (RNA > 50 copies/mL in >2 determinations during previous
6 months), CD4 nadir, CD4 and CD8 lymphocyte counts, viral load at HIV diagnosis, and
the presence of other infections, including chronic hepatopathy by hepatitis B virus (HBV)
or hepatitis C virus (HCV), syphilis, other sexual transmitted infections (STIs), perianal-
genital warts, and latent, treated, or active tuberculous infection. Information was also
collected on CD4 and CD8 cell counts, CD4/CDS8 ratio, and viral load at V0.

At the same visit, cotton swabs impregnated with physiological saline were used to
take two anal canal mucosal samples: one for HPV detection and genotyping by qualitative
polymerase chain reaction (PCR) (Linear Array HPV Genotyping Test) with a “GeneAmp
PCR System 9700” thermocycler (Applied Biosystems, Roche, Switzerland), and the other
for thin-layer cytological study with a ThinPrep 2000 Processor (Hologic, Mississauga,
Canada). Both samples were immersed in thin-layer liquid and sent to the hospital pathol-
ogy laboratory for analysis. Genotypes 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51-53, 56, 58, 59, 66,
68, 73, and 82 were considered high risk (HR-HPV), and genotypes 6, 11, 34, 40, 42-44, 54,
55,57, 61,70-72, 81, 83, 84, and 89 low risk (LR-HPV). Genotypes 39, 45, 59, and 68 were
classified as subspecies of genotype HPV 18 and genotypes 31, 33, 35, 52, 58, and 67 as
subspecies of HPV 16 [23].

After an interval of 4-12 weeks, participants underwent rectal inspection and digital
rectal examination followed by high-resolution anoscopy (HRA) with a Carl Zeiss 150 fc © col-
poscope (Carl Zeiss, Oberkochen, Germany), introducing a transparent disposable anoscope
through which 5 mL acetic acid was instilled and left for around 3 min, removing it for
examination of the mucosa. Next, 5% Lugol’s iodine was instilled for 1 min and the anoscopic
examination was repeated. Samples were taken from quadrants of apparently normal mu-
cosa and from areas with Lugol-negative aceto-white lesions. Biopsies were performed with
endoscopic retrograde cholangiopancreatography (ERCP).

Patients with normal anoscopy or LSIL(AIN1) were followed up at one year with cytol-
ogy, HPV PCR, and anoscopy studies. Patients with HSIL either underwent mucosectomy
by electrical scalpel (offered from May 2010 onwards) in the Coloproctology Unit of the
General Surgery Department or self-administered 5% imiquimod three times a week for
16 weeks (offered from 2014 onwards). Anoscopy was performed in these patients at the
end of their treatment, scheduling a follow-up at one year if the outcome was normal/LSIL
or retreatment if HSIL, and referring the patient to the hospital oncology department if anal
cancer was detected. Information was gathered at the follow-up visit on the number of
sexual partners in the previous 12 months, the emergence of STIs (conducting syphilis serol-
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ogy in all patients but ordering PCR and anal-urethral exudate culture solely in patients
with symptoms or infected partners), genital/anal condylomas, ART experience (change,
virological failure, adherence rate), CD4 and CD8 lymphocyte counts, CD4/CD8 ratio, and
HIV viral load.

In the cytology study, the Bethesda classification [24] was used to categorize lesions as
atypical squamous cells (ASC), atypical squamous cells—high (ASC-H), LSIL, or HSIL. The
study variable “-abnormal cytology” includes ASCUS, LSIL, or HSIL. In the histology study,
the proposal of the Lower Anogenital Squamous Terminology (LAST) Standardization
Project for HPV served to classify lesions as LSIL (AIN1/condyloma), HSIL (AIN2, AIN3,
C. in situ), or invasive carcinoma (ASCC) [25]. The study variable “HSIL plus” includes
anal lesions ranging from HSIL to invasive cancer (high-grade SIL/cancer).

Statistical Analysis

In descriptive analysis, means, standard deviations, medians, and percentiles were
calculated for quantitative variables and absolute and relative frequencies for qualitative
variables. In bivariate analyses, the Student’s t-test for independent samples was applied for
quantitative variables when normally distributed according to the Kolmogorov-Smirnov
test and the Mann-Whitney U test when non-normally distributed. Qualitative variables
were analyzed with Pearson’s chi-square test or, when application criteria were not met,
Fisher’s test. Multiple logistic regression analysis was then performed, entering variables
that were significant in bivariate analyses or considered relevant in the literature. SPSS 21.0
(IBM SPSS, Armonk, NY, USA) was used for data analyses, and the level of significance
was 0.05 in all tests.
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