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Resumen Ejecutivo:

El consejo nacional de vacunacién aprobé en septiembre de 2009 la politica de
vacunacion contra VPH en nifias de 9 afios con un esquema extendido de 0, 6
y 60 meses, bajo el siguiente fundamento:
e La induccion de anticuerpos por la vacuna es mas alta que la
producida por exposicion natural al virus
o Larespuesta inmune de las nifias de 9 a 11 afios de edad es similar
a la obtenida después de tres dosis en mujeres entre los 16 y los 26
afos de edad
e La administracion de la tercera dosis sera en el momento en el que
se requiere la maxima protecciéon, es decir, alrededor del inicio de
relaciones sexuales
Por esta razon, comision6é al Instituto Nacional de Salud Publica para
monitorear los niveles de anticuerpos en mujeres vacunadas contra VPH para
determinar no inferioridad del esquema extendido en nifas de 9 afios en
comparacion con el esquema tradicional con 3 dosis en mujeres entre 18 y 24
afos. Para tal efecto, se conformara una cohorte centinela para evaluar niveles
de inmunogenicidad en 3 grupos de edad y estratificadas por el tipo de vacuna.
La hipétesis que se plantea es que en nifias de 9 afios a las que se les aplica
un esquema ampliado de vacunacién de VPH (0-6-60), presentan niveles de
inmunogenicidad contra anticuerpos de VPH que no son inferiores a los que
presentan mujeres adultas a las que han sido aplicado el esquema tradicional
(0-1/2-6).




Planteamiento del problema

El cancer cervical es reflejo de enorme inequidad social de las mujeres que lo
sufren’. En los paises con elevada incidencia y mortalidad por tumores que
son prevenibles, se han observado grandes disparidades en cuanto al acceso
a la atencién y tratamiento oportuno, que reflejan en gran medida las enormes
desigualdades entre sus ciudadanos® En la prevencion y control del cancer
cervical se han identificado diversas dimensiones de inequidad, la primera de
ellas es el acceso desigual a los servicios de salud en mujeres pobres®.

Adicionalmente, se ha documentado una mala calidad y escasa infraestructura
en programas de prevencién y control del cancer cervical en areas rurales®. En
el momento actual, la prevencion primaria con vacunacién contra virus de
papiloma humano (VPH) es inaccesible por el elevado costo®?; y finalmente,
existe una inequidad de género’, no sélo porque la enfermedad es propia de
las mujeres, sino porque en muchas poblaciones, se privilegia la salud de los

hombres en detrimento de las mujeres®.

Durante los ultimos 25 afios en México se han presentado oficialmente mas de
100,000 muertes por cancer cervical y partir del afio 2006, se constituyé como
la segunda causa de muerte por tumores malignos en la mujer, después del
cancer de mama. A pesar de que existe una disminucién significativa de la
mortalidad por cancer cervical a partir de la década de los 90s, en gran medida
atribuido a la disminucién de las tasas de natalidad®, persiste en México un
elevado incremento en el niumero de casos por cancer cervical en areas
rurales, a lo que hay que dar una respuesta de prevencion y control inmediata.
Por esta razon deben de implementarse acciones inmediatas para enfrentar la
agenda inconclusa, dar una respuesta innovadora a las miles de mujeres

mexicanas que actualmente sufren neoplasia cervical.




Consideraciones generales de las vacunas contra VPH

Los tipos de VPH 16 y 18 son responsables de alrededor del 70% de los casos
de cancer cervical invasor'®, asi como de una alta proporcién de cancer

I"" y un menor porcentaje de neoplasias en cuello y cabeza'.

anogenita
Recientemente se han introducido en los programas de inmunizacién de varios
paises de ingresos altos y en algunos de ingresos medios, dos vacunas para la
profilaxis de las infecciones por VPH con los tipos 16 y 18":
= Cervarix. Vacuna bivalente, con dos proteinas antigénicas no
infecciosas, para VPH 16 y 18.
= Gardasil. Vacuna tetravalente, con cuatro proteinas antigénicas
para VPH 16, 18, 6 y 11, las dos ultimas para la prevenciéon de

verrugas genitales y/o papilomatosis respiratoria recurrente.

Resultados de los ensayos de vacunas profilacticas contra
VPH

Existen diversos hallazgos claves respecto a la efectividad de las vacunas

H'41%18. antre ellos se encuentran:

profilacticas contra VP
1. Eficacia del 100% para la prevencién de lesiones relacionadas a VPH
16-18, en mujeres antes de que inicien su vida sexual o que estén
libres de la infeccion.
2. En mujeres con infeccion prevalente al VPH 16/18, la aplicacion de
vacunas no ha evidenciado un efecto’’.
3. Buena persistencia de anticuerpos durante 7 afios'®
4. Aceptable perfil de seguridad'®
A este respecto, los resultados de los ensayos clinicos que se han
desarrollado en mas de 40 areas geograficas a nivel mundial®, han referido
que las vacunas contra VPH son altamente eficaces contra infeccion
persistente por VPH a los 6 y 12 meses?', contra cualquier tipo de neoplasia
intraepitelial cervical®®; en vacunas tetravalentes, también han sido eficientes
contra lesiones genitales externas®, contra enfermedad pre-invasiva en vulva
y vagina (100%) y en un 99% en la prevencién de verrugas genitales.

Actualmente, sin embargo, existen diversas controversias que seran




dilucidadas en el futuro. Una de ellas es en la vacuna bivalente contra 16 y 18,
sus patrocinadores han referido un mayor nivel de anticuerpos cuando se
utiliza adyuvante AS04, revelado en un estudio de comparacién®. Lo que ha
sugerido un mayor nivel de inmunogenicidad®, cuyo impacto, en comparacién
con la vacuna tetravalente, no es conocido y posiblemente, no se conocera a
mediano plazo. Sin embargo, el estudio concluye que estudios de seguimiento
a largo plazo podran dar evidencia de esa posible diferencia.

El programa de Gardasil ha incluido la inmunizacién de hombres, teniendo
como objetivos la prevencion de la enfermedad y la reduccion de la
transmisibilidad de la infeccion. En relacién con esta vacuna tetravalente
contra los VPH 6, 11, 16 y 18, se ha documentado la utilidad para prevenir
otro tipo de lesiones, entre ellas canceres anogenitales, que incluyen el vulvar,
vaginal y potencialmente contra cancer anogenital en hombres que tienen sexo
con hombres®®. Asimismo, se ha documentado la posible prevencién de otras
enfermedades, como la papilomatosis respiratoria recurrente®’, una pequefia
fraccion prevenible de cancer orofaringeo®® asi como también NIC de bajo
grado, NIVA bajo grado y LGE.

Actualmente, se han iniciado lineas de investigacién de VPH asociado a
cancer de piel”® y existen nuevos desarrollos tecnolégicos con nuevas
generaciones de vacunas polivalentes contra VPH, que incluirdn una
proteccion contra 9 genotipos®.

Una limitacion del uso de vacunas contra VPH es que éstas no tienen impacto
cuando se administran en sujetos que cursan con infecciones de los tipos de
VPH contenidos en la vacuna. Recientemente, sin embargo, se ha
documentado que mujeres con seropositividad a VPH 16 y 18 en ausencia de
infeccién clinica por VPH (ADN de VPH negativo), pueden beneficiarse con el

uso de la vacuna®'.




Inmunogenicidad de las vacunas contra VPH

Con respecto a la inmunogenicidad de las vacunas no se ha identificado una
correlacion de proteccion inmunolégica en los vacunados, es decir, no se
conoce el nivel minimo requerido de anticuerpos que se correlacionen con
proteccion clinica, lo que se ha establecido es la correlacion entre presencia de
anticuerpos y efecto profilactico. Sin embargo, la inmunogenicidad se ha
relacionado con la edad, y los niveles de anti-VPH en el mes séptimo con un
esquema de tres dosis son estadisticamente mas altos en las adolescentes
menores de 12 afios, en comparacién con las adolescentes y mujeres de mas

edad®.

En los estudio de inmunogenicidad llevados a cabo en los ensayos clinicos de
vacunas contra VPH, es consistente la observacion de mayor pico de
anticuerpos en el séptimo mes del inicio de la vacunacién®. Posteriormente, se
produjo un descenso paulatino de las GMTs (titulos medios geométricos de
IgG) y al llegar al mes 24 se estabilizaron, manteniéndose constantes hasta el

mes 60°.

La existencia de una respuesta inmunitaria de memoria se puso en evidencia
en los sujetos previamente seropositivos frente a un VPH 16-18, cuando se les
administré la vacuna y se observdé un aumento considerable del titulo de
anticuerpos frente a dicho VPH*®. Por otra parte, y mas importante aun, es el
hecho de que a un subconjunto de individuos (aproximadamente 80 sujetos), se
les administré una dosis extra (cuarta dosis) de vacuna a los 60 meses de la
primera vacunacion y se detectd una rapida y vigorosa respuesta inmunitaria de
memoria frente a los cuatro tipos de VPH incluidos en la vacuna, que excedio
los niveles de GMTs observados al séptimo mes de iniciada la vacunacion®®.

Para la vacuna bivalente la inmunogenicidad en mujeres de 10 a 17 afios de
edad se establecid en dos ensayos clinicos realizados en nifias y adolescentes
de esta edad, todos los sujetos seroconvirtieron para ambos tipos de VPH, 16 y
18, después de la tercera dosis (en el mes 7), con unos GMTs al menos 2
veces mas elevados en comparacion con mujeres vacunadas de 15 a 25

afios”’.




Se conoce que la respuesta inducida de anticuerpos por la vacuna es mucho
mas alta que la que ocurre con la infeccion natural y que la respuesta inmune
de las nifas de 9 a 11 afos después de dos dosis de vacuna es similar o
mayor, a la obtenida después de tres dosis en mujeres de 16 a 26 anos de

edad, para las cuales se ha probado la eficacia de la vacuna®.

Con estos antecedentes y desde la perspectiva de los servicios de salud, un
esquema inicial con dos dosis y una tercera extendida tiene ventajas en su
administracion, ya que es mas sencilla la organizacion de las estrategias para
completar un esquema inicial de dos dosis, con una tercera a los 60 meses,
debido a que se contara con el apoyo de la SEP para elaborar un registro de

mujeres que estudian en escuelas oficiales.




Antecedentes de vacunacion con periodicidad de las dosis
de 0, 2y 60 meses

El National Advisory Committee on Inmunization (NACI) en Canada ha
identificado la inmunogenicidad de dos dosis de vacuna y actualmente
desarrolla una intervencién en tres provincias de Canada: British Columbia,
Quebec y Nova Scotia que plantea el esquema con vacunacion a los 0, 2 'y 60

meses*®. Esta iniciativa es una de las 10 mas relevantes que se implementan

sobre la vacuna contra VPH en Canada. Los argumentos para este tipo de

intervencion son los siguientes:

® La induccién de anticuerpos por la vacuna es mas alta que la

producida por exposicion natural al virus

® Larespuesta inmune de las ninas de 9 a 11 afios de edad es similar
a la obtenida después de tres dosis en mujeres entre los 16 y los 26

anos de edad

@ De acuerdo con estudios puente, nada indica que la vacuna sera
menos efectiva si se administra bajo un esquema extendido. Las
intervenciones que se realizan regionalmente en Canada son para

determinar la inmunogenicidad y eficacia con este esquema.

@ La administracion de la tercera dosis sera en el momento en el que
se requiere la maxima proteccién, es decir, alrededor del inicio de

relaciones sexuales.

@ Una dosis administrada a los cinco afios de la primera vacunacion,
tuvo una respuesta de anticuerpos mas alta que la obtenida durante
la vacunacién primaria, esta respuesta también ha sido observada

con la vacuna contra la hepatitis B*.



Conclusiones y recomendaciones del Strategic Advisory
Group of Experts (SAGE)

Las siguientes son las conclusiones y recomendaciones del Strategic Advisory
Group of Experts (SAGE) sobre inmunizaciones, de la Organizaciéon Mundial de

la Salud, en la reunién de noviembre de 2008*

® La introduccién de la vacuna profilactica contra el virus del papiloma

humano (VPH) puede ser de gran beneficio en el ambito mundial.

® Por la magnitud del cancer cervical y otras enfermedades relacionadas
a la infeccion con VPH, se recomienda que la vacunacion contra el VPH
debe ser incluida en los programas nacionales de inmunizacion,
considerando que la prevencién del cancer cervical constituye un

problema de salud publica prioritario.

® La introduccién de las vacunas debe ser factible, sostenible y su
financiamiento debe ser asegurado, por lo que el costo efectividad de

las estrategias debe ser considerado.

® La vacunacion es mas eficaz en las mujeres que no han estado
expuestas al VPH, por lo que el grupo blanco primario pueden ser las
nifas y adolescentes entre los 9 y los 13 afios de edad. Las decisiones
finales deben basarse en los datos de edad de inicio de las relaciones
sexuales y la factibilidad de facilitar la vacuna en escuelas, servicios de

salud y la comunidad.

® Es recomendable la vacunacion de adolescentes de mayor edad como
segundo grupo prioritario para la vacunacion, en el caso de que sea
econdmicamente factible, sostenible y costo — efectivo, y que ademas
no sea causa de menor inversion de recursos para vacunar al primer
grupo prioritario y la proporcion de adolescentes de mayor edad no

expuestas al VPH sea significativa.



Actualmente no se recomienda vacunar a los varones.

Los estudios piloto en varios paises sugieren que las estrategias

basadas en la administracion de la vacuna en las escuelas es factible.

Deben utilizarse estrategias que sean compatibles con la infraestructura
de abasto, la capacidad de la red de frio y que ademas sean costo

efectivas y sostenibles para alcanzar la mas alta cobertura posible.

Si la introduccidén se realiza por fases, deben ser privilegiadas las
adolescentes con menor probabilidad de tener acceso al tamizaje de

cancer cervical en la vida adulta.

La vacunaciéon debe ser introducida como parte de estrategias
coordinadas de prevencion del cancer cervical y otras enfermedades
relacionadas a la infeccién con VPH, como educacién para reducir las
conductas que incrementan el riesgo de infectarse, para la deteccion del
cancer cervical, asi como para el diagndstico y tratamiento de las
lesiones precursoras y del cancer. Sin embargo, la vacunacion no debe
ser retrasada en paises donde una 0 mas de esas intervenciones no

puede ser implementada al tiempo de la introduccion de la vacuna.

Las recomendaciones para el tamizaje del cancer cervical deben seguir

siendo las mismas en las mujeres vacunadas.

Después de la introduccion de la vacunacion debe:

» Medirse la cobertura por edad y por municipio, y los registros
deberan mantenerse por periodos prolongados.

» Vigilarse los efectos indeseados y la seguridad de la vacuna

» Considerarse el establecimiento de vigilancia centinela para el
monitoreo del impacto de la vacunacion sobre la prevalencia de la
infeccidon por VPH, la incidencia de anormalidades cervicales,
lesiones precursoras, condilomas acuminados, asi como la

incidencia y mortalidad por cancer cervical.




Vacunacion contra VPH en México: El reto de paises con
ingresos medios

Las vacunas contra VPH se encuentran disponibles comercialmente, pero
ningun pais en Latinoamérica las ha introducido en el esquema de vacunacion
universal, aun cuando la OMS ha recomendado su aplicacién basada en los
resultados de los estudios clinicos y en consideracion al costo social y
econdmico de la enfermedad. Y a pesar de que existe una fuerte presioén de la
industria farmacéutica en paises con ingresos medios para incorporarla como
una politica de salud. La region de Latinoamérica tiene una incidencia y
mortalidad por cancer cervical entre 3 y 10 veces mayor que paises
industrializados** y el PIB es un criterio recomendado de la OMS para
implementar politicas de inmunizacioén contra VPH; consecuentemente el PIB y
el presupuesto en salud son considerablemente mas bajos en Latinoamérica y
no hay una justificacion para implementar programas de vacunacion
poblacional contra VPH, ante un costo muy elevado. Un andlisis de costo
efectividad de vacuna de VPH en México, determind que las estrategias de
prevencion secundaria son mas costo efectivas para mujeres adultas, con la
utilizacién de Papanicolaou y captura de hibridos. Para que la vacunacion
contra VPH sea costo-efectiva, debera tener un costo no mayor de 18 USD por

dosis®.

Actualmente existen politicas de instrumentacion de nuevas estrategias de
prevencién y control de cancer cervical en México, con alternativas de
prevenciéon acordes al grupo de edad, que se han iniciado, a iniciativa del
gobierno federa, en areas marginadas. Estos abordajes son creativos, porque
son un intento para integrar en los modelos de prevencion del cancer cervical,
a las madres (mujeres adultas) e hijas, de acuerdo con su nivel de prevencion

primario o secundario.




Recomendacion del grupo asesor de vacunacion contra
VPH en México.

Lineamiento oficial

Se recomienda iniciar un esquema de vacunacion contra VPH a los 0, 2

Y

y 60 meses.

» [Este esquema incrementara la cobertura de prevencion primaria en
nifias entre 10 y 11 afos.
» La vacunacion debe integrarse a otras acciones de prevencion y control

del cancer cervicouterino

Escenarios de prevencion de cancer cervical en México:

@ Existen dos escenarios de la prevencidén de cancer cervical en México.

» Prevencion primaria del CACU.

Sin duda el futuro inmediato sera la prevencion primaria a través de
vacunas profilacticas contra VPH, cuya intervencion — como politica publica
— sera focalizada en un estrato de edad, en el caso de la recomendacion

del grupo asesor externo, en nifas de 9 afios.

» Poblacién en riesgo: Nifias de 9 afos (1.4 millones)

De acuerdo a los modelos probabilisticos que el grupo de investigacion ha
implementado, para evaluar el costo efectividad de la vacuna profilactica contra
VPH, para que eventualmente haya un efecto poblacional, se necesitaria
aplicarla al menos con una cobertura de 35 % en el estrato de edad que se
constituye como poblacion blanco. Los modelos de referencia, han establecido
un impacto en la disminucién de la incidencia y mortalidad al menos en 2 o tres

generaciones de mujeres (20 — 25 afnos). Con la adopcion de un esquema de



aplicaciéon de vacuna de VPH en México, se desarrollan las condiciones para
implementar un estudio de Fase IV en mujeres vacunadas contra VPH.

Sin dejar de considerar que la prevencién secundaria se constituye como el
desafio actual en México y que existe la necesidad de incorporar el desarrollo
tecnoldgico en las pruebas de deteccién oportuna de cancer, combinando Pap
mas la prueba de ADN de VPH de alto riesgo. Esta intervencion es mas costo-
efectiva en mujeres mayores de 35 afios (17.5 millones).




Hipotesis

Ninas de 9 y 10 afos a las que se les aplica un esquema ampliado de
vacunacion de VPH (0-6-60), presentan niveles de inmunogenicidad contra
anticuerpos de VPH que no son inferiores a los que presentan nifias de 9 afios
y mujeres adultas a las que se ha sido aplicado el esquema tradicional (0-1/2-
6).

Objetivos

Monitorear los niveles de inmunidad inducida por la vacunacién contra VPH con
dos esquemas de vacunacion:
@ Esquemas
» Ampliado (0, 6, 60 meses)
» Tradicional (0, 2, 6).

Metodologia

Disefno de estudio:
Conformacién de una cohorte centinela de mujeres vacunadas contra VPH en
tres grupos de comparacion:
1. Mujeres de 9 y 10 afos con esquema extendido de vacunaciéon (0-6-
60)
2. Mujeres de 9 y 10anos con esquema tradicional de vacunacion (0-1/2-
6)
3. Mujeres entre 18 y 24 afios con esquema tradicional de vacunacion (0-
1/2-6)




Seleccion de la poblacion de estudio.

A una fraccion poblacional de mujeres se les invitara a participar en el estudio
de forma proporcional combinando estrategias del ambito escolar y
comunitario.

Se reclutaran por conveniencia a un total de 2450 mujeres. Para fines del
estudio se clasificaran de acuerdo al tipo de vacuna aplicada, (tetravalente y
bivalente), asi como por grupo de edad y esquema de vacunacion.
Conformacion de grupos para la evaluacion.

Se conformaran dos grupos de participantes clasificadas de acuerdo al tipo de

vacuna aplicada:

a) Vacuna Bivalente

Sera conformado por un total de 2000 mujeres. De las cuales 1500 tendran una
edad de 9 a 10 afos; y 500 de 18 a 24 afos. Del primer grupo de edad, a 1000
de ellas se les aplicara la vacuna bajo el esquema ampliado de 0, 6, 60 meses.
A 500 de este grupo de edad se aplicara la vacuna de acuerdo al esquema
tradicional de 0, 1, 6 meses. A todas las mujeres del grupo de edad de 18 a 24

anos, se les aplicara el esquema tradicional de 0, 1, 6 meses.

b) Vacuna Tetravalente:

Participaran un total de 450 mujeres. El grupo de 9 a 10 afios sera conformado
por 300 mujeres, y del grupo de 18 a 24 anos de edad, estara integrado por un

total de 150 mujeres.

El esquema de vacunacion sera conformado de la siguiente forma: Del grupo
de mujeres de 9 a 10 afos, a 150 de ellas se les aplicara la vacuna en
esquema ampliado de 0, 6, 60 meses, y a las 150 restantes se les aplicara la
vacuna bajo el esquema tradicional de 0, 2, 6 meses. Al grupo de mujeres de

18 a 24 afos se hara bajo el esquema tradicional de 0, 2 y 6 meses.




El esquema de vacunacion sera asignado de acuerdo al nimero de registro y/o

ubicacion geografica.

Criterios de Inclusion, exclusion y eliminacion

Inclusioén

>

Mujeres de 18 a 24 anos de edad que acepten participar por escrito
mediante la firma del Consentimiento Informado antes de su

reclutamiento.

» Mujeres de 9 a 10 afios de edad que acepten participar por escrito
mediante la firma del asentimiento y cuyo padre/madre/tutor
previamente hayan firmado un consentimiento informado para participar
en el estudio.

Exclusion:
? Aplicacion previa de vacuna contra VPH
®» Mujeres embarazadas o que planeen embarazarse en los proximos 8

meses.
Enfermedades autoinmunes

Mujeres con antecedentes de Sindrome de Guillain Barré.
Administraciéon previa de inmunoglobulinas y/o cualquier producto

sanguineo en los 6 meses previos a la primer dosis de vacunacion.

Eliminaciéon Durante el Estudio

>

Embarazo en la fase de vacunacion del estudio.

» Administracion de cualquier vacuna de VPH distinta a la recibida

inicialmente.




Recoleccion de muestras seroldgicas.

Para la medicion de la reaccién inmunolégica de la vacuna, a las mujeres de
edades de 9 a 10 afos de ambos grupos de vacuna se recolectaran un total de
3 muestras seroldgicas en los meses 7, 21 y 61 posterior a la aplicacién de la
primera dosis de vacuna. En cambio a las mujeres del grupo de edad de 18 a
24 afios, se recolectaran 4 tomas seroldgicas en total. En los meses 0, 7, 21y

61 meses. (Ver figura)

Estimacion del tamafio de muestra

A partir de la férmula para estimar un riesgo relativo

n= { v-are, | 2P(1=P)] + 2o [Pof1— Pa)+ Pof1— Pz)]}2 /(PL-P2)?

Donde

P1 = Probabilidad anticipada de disminucion de anticuerpos en la poblacion
expuesta a la vacuna

P2 = Probabilidad de persistencia elevada de anticuerpos.

RR = Riesgo Relativo anticipado = P1 / P2

1000% Nivel de significancia

100(1-B)% Potencia del estudio

€ = Precision relativa

Necesidad de monitorear 2000 mujeres por 5 afios

1000% 100(18)% P2 RR n

5 20 0.04 1.75 1212
2 739
225 509
0.05 1.75 955
2 582
225 400
0.1 1.5 918
1.75 442

2 266



Envio de Muestras Seroldgicas

Las muestras serolégicas del brazo de Cervarix se enviaran para su

procesamiento los meses 0, 7, 21 y 61
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Estrategias de reclutamiento

A una fraccion poblacional de mujeres vacunadas contra VPH se les invitara a
participar en el estudio, en forma proporcional combinando estrategias del

ambito escolar y comunitario.

Obtencion de informacion.

Se aplicara un cuestionario de aceptabilidad de vacuna contra VPH, adaptado
al utilizado por Simet y cols*. Y que ha sido modificado entre poblaciones de la
region y constituye una colaboracion entre la Universidad de Indiana y el

Instituto Nacional de Salud Publica®.

Aplicacidén de vacunas y seguimiento

Andlisis de Anticuerpos anti-VLP16; 18.

Ensayo de ELISA

Se trabajara con 10 muestras por ensayo por duplicado. Se incubaran las
placas (NUNC MaxiSorp® F96) con 80 ng/pozo de VLP de cada genotipo toda
la noche a 4°C y se bloquearan por 2 h a 37°C con leche 5% en PBS1X-Tween
0.5%. Se diluiran las muestras de suero 1:10, 1:30, 1:90 y 1:270 en leche 5%-
Tween 0.5%-PBS y se incubara por 1 h a 37°C. La reaccion antigeno-
anticuerpo se revelara incubando con anti-humano peroxiadasa 1: 30,000 por 1
h a 37°C y agregando el sustrato (TMB 0.1%-H,0, 0.003% en Acetato de Sodio
0.1M pH 6.0). Se detendra la reaccion con H,SO4, 1M vy leera la densidad 6ptica
(D.O.) de cada pozo a 450 nm. Todos los pasos necesitaran de 4 lavados con
NaCl 9% Tween 0.5%. La positividad para anti-VLP de cada genotipo sera
calculada de acuerdo al punto de corte previamente determinado con suero de
mujeres virgenes (D.O. media a 450,, de la dilucion 1:90 + 2 desviaciones

estandar).
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Inmunoensayo competitivo Luminex (cLIA)

a.

Se emplearan inmunoensayos especificos de tipo, inmunoanalisis
competitivo basado en Luminex (cLIA), con estandares especificos de
tipo, para evaluar la inmunogenicidad de cada tipo de la vacuna. Este
ensayo mide los anticuerpos neutralizantes aptos para medicion de
epitopes especificos y de Ig G total.

Para cada tipo del VPH se utilizara una metodologia basada en
serologia multiplex del VPH basado en ensayo inmunoenzimatico de
captura de la  glutation  S-transferasa  (GST)
(25). Los antigenos virales seran expresados en Escherichia coli como
proteinas de fusion con un NH2-terminal y un dominio GST COOH-
terminal derivado de antigeno SV40. Glutation-caseina se acoplara a
esferas fluorescentes de poliestireno (Luminex). La union de los
antigenos (es decir, proteinas de fusién GST) a diversas cuentas se
verificaran con un anticuerpo monoclonal comudn contra el COOH-
terminal del péptido. Los Anticuerpos
expuestos a los antigenos de esferas fluorescentes seran cuantificados
en el Analizador Luminex, que también identificara el antigeno por el
cambio de coloracion de las esferas. Se determinara la cantidad de
anticuerpos como la mediana de intensidad del color de fluorescencia
R-ficoeritrina (IFM) de al menos 100 esferas. Los valores del IFM se

dicotomizaran como positivo y negativo.

Inmunoensayo Multiple de igG para VPH

El ensayo de IgG para VPH 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52 y 58 se desarrollara en

una placa pre-humedecida de 96 pozos con microfiltros (Millipore, Billerica,

MA). Se construira una curva estandar 18 de 12 puntos, iniciando con un suero

de referencia, una dilucion 1:100 y 3 diluciones subsecuentes dobles (1:200,

1:400 y 1:800), 4 controles y 16 muestras ya probadas y en diluciones de 1:50 y

1:500 se agregaran a la placa por duplicado.
Se agregaran Microesferas de VLP’s de los tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33,45, 52 y
58 a cada pozo a 5,000 microesferas de VLP’s por tipo de VPH. Las placas
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seran cubiertas con aceite y se incubaran de 15 a 60 minutos. Posteriormente
los filtros de las placas seran lavados dos veces con PBS-Triton X-100 1% y
resuspendidas en 7.5 ug/ul de un anticuerpo monoclonal de raton (clone
HP6043; Biotrend, Destin, FL) acoplado con Phycoeritrina que se une
igualmente a la IgG humana. Las placas se cubriran con aceite y se incubaran

por un periodo adicional de 15 a 60 minutos.

Después de un segundo periodo de incubacion, las placas se lavaran dos
veces y se analizaran en un Bioplex 200 (Bio-Rad, Hercules, CA). En el analisis
del disefio del experimento de la incubacion primaria y secundaria de 15 a 60
minutos se observara si hubo menos del 7% de diferencia de titulos de
anticuerpo. La correlacién de las unidades de intensidad de fluorescencia
media a mMU/ml de IgG VLP- especifico se hara por diluciones seriales del
suero de referencia e interpolacion de los datos de intensidad de fluorescencia

media a través de un algoritmo de 4 parametros de curva adecuada.

Especificidad Analitica. La prueba de especificad se desarrollara removiendo
la respuesta de anticuerpo VPH especifico en el suero humano a través de la
pre-incubacion de muestras de suero con VLP's de VPH. El recombinante IsdB
también sera probado, con un antigeno no-especifico derivado de la levadura
Saccharomyces cerevisiae de expresion similar a la empleada en la produccién
de VLP’s. Las muestras de suero seran incubadas con 2.5 ug de un solo tipo
de VLP o antigeno IsdB, 22.5ug de multiples tipos de VLP’s (2.5ug por tipo de

VPH), o PBS durante 1 hrs, previo al desarrollo del protocolo arriba descrito.
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FLUJOGRAMA DEL ESTUDIO

PROCEDIMIENTOS VISITAS
VISIT VISIT VISIT VISIT VISITAS5 VISITA VISIT
Al A2 A3 A4 Mes 21 6 Mes A7
Dia O Mes Mes 6 Mes7 60 Mes
1/2 61
Obtencion de X
Consentimiento/
asentimiento
informado
Revision de X X X X X X X
criterios de
inclusion/exclusi
o6n/eliminacion
Historia X X X X X X X
médica/examen
fisico
Prueba de X X X X
Embarazo
(mujeres de 18
a 24 afos de
edad)
Obtencion de X X X X
muestra (mujer
serolégica para es 18 a
mediciones de 24
anticuerpos afos
de
edad)
Vacunacion X X X X
Seguimiento X X X X X X X
clinico
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Procedimientos Programados

Intervalos entre las visitas del estudio. De ser necesario se puede programar

cualquier visita dentro del rango de tiempo permitido de acuerdo a la vacuna

aplicada.

a)

b)

VACUNA BIVALENTE

Visita mes 1. Podra programarse 21 a 62 dias posteriores a la visita Dia
0.

Visita Mes 6: Podra programarse 161 a 216 dias posteriores a la visita
Dia 0.

Visita Mes 7: El intervalo entre la visita mes 6 y mes 7 debera ser un
minimo de 3 semanas y un maximo de 7 semanas desde la vacunacion

previa.

Visita Mes 21, 60 y 61 (esquema de vacunacion 0, 1, 6): Podra

programarse en el mes indicado +/- 4 semanas.

Visita Mes 61 (esquema de vacunacion 0, 6, 60) El intervalo entre la
visita mes 60 y mes 61 debera ser un minimo de 3 semanas y un

maximo de 7 semanas desde la vacunacion previa.

VACUNA TETRAVALENTE:

Visita mes 2: Podra programarse en el mes indicado +/- 3 semanas.

Visita mes 6, 21, 60 y 61 (esquema de vacunacion 0, 2, 6): Podra

programarse en el mes indicado +/- 4 semanas.

Visita Mes 7 y 61 (esquema de vacunacion 0, 6, 60): El intervalo entre la
visita mes 6/60 y mes 7/61 debera ser un minimo de 3 semanas y un

maximo de 7 semanas desde la vacunacion previa.
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Recoleccidon y manipulacion de las muestras obtenidas.

Muestra de orina para prueba de embarazo: Debera realizarse de acuerdo
las especificaciones de los fabricantes; antes de la vacunacion de las mujeres
de 18 a 24 anos de edad.

Muestra seroldgica: Se obtendran muestras serolégicas de todas las
participantes en los meses 7, 21 y 61; para las mujeres de 18 a 24 afos se
obtendra una muestra adicional en la visita dia 0 (Para la vacuna bivalente
Unicamente se obtendran muestras de 100 participantes). Se obtendra una
muestra de 10 ml; se alicuotara para obtener un minimo de 2.5 a 3.0 ml de
suero la cual sera enviado para analisis por el patrocinador y lo que resta
aproximadamente de .5 a 1 ml como suero de retencion la cual sera

almacenada en el laboratorio 7 del INSP.

Todas las muestras deberan almacenarse en un congelador a una temperatura

de — 202C hasta su envio correspondiente.

Vacunacion.

La vacuna sera administrada como una inyeccién intramuscular de 0.5 ml,

preferentemente en el musculo deltoides del brazo no dominante.
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BRAZO CERVARIX

Vacunacion y obtencion de muestras serolégicas

La aplicacion de la vacuna y obtencion de muestras seroldgicas se llevé a cabo

mediante dos esquemas con su intervalo de tiempo establecido

VACUNA ESQUEMA ESQUEMA RECOLECCION
TRADICIONAL MODIFICADO DE MUESTRA
SEROLOGICA
CERVARIX Dia0, mes1, mes6 Dia0, mes 6, mes Mes 7, mes 21, mes
60 61.

Status de Vacunas Programadas

VISITAS PROGRAMADAS POR PROTOCOLO

W= Visita2 Visita3 Visita4 Visita5 Visita6 Visita7
Dia O Mes 172 Mes 6 Mes 7 Mes 21 Mes 60 Mes 61
Visita Visita Visita Visita Visita Visita Visita

SeuVIEEW Concluida  Concluida Concluida Concluida Pendiente  Pendiente

VISITA MES 21 (VISITA CONCLUIDA)

Procedimiento Toma de muestra serolégica

Fecha de Inicio Se inicia visita el 20 de Julio 2011

Fecha de Término 19 de Septiembre, 2011
Se obtuvieron un total de 1765 muestras seroldgicas
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BRAZO GARDASIL

Vacunacion y obtencion de muestras serolégicas

La aplicacion de la vacuna y obtencion de muestras serologicas se llevé a cabo

mediante dos esquemas con su intervalo de tiempo establecido

VACUNA ESQUEMA ESQUEMA RECOLECCION
TRADICIONAL MODIFICADO DE MUESTRA
SEROLOGICA
GARDASIL Dia0, mes 2, mes6 Dia 0, mes 6, mes Mes 7, mes 21, mes
60 61.

Status de visitas programadas

VISITAS PROGRAMADAS POR PROTOCOLO

Visita 1 Visita 2 Visita 3 Visita 4 Visita 5 Visita 6 Visita7
Dia O Mes 2 Mes 6 Mes 7 Mes 21 Mes 60 Mes 61
Visita Visita Visita Visita
Concluida Concluida Concluida Concluida

450 18-24 18-24 18-24

e ETiGIeERICE afios: 149 afos: 143 afos:

S 9-10 9-10 145 Visita Visita Visita
enroladas: afios: 150 afos: 9-10 Pendiente Pendiente Pendiente
18-24 298 afnos:

afos: 150 295

9-10 afos:
300
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Logistica, obtencion de Muestras
mes 21
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Seguimiento de participantes

El seguimiento de participantes se llevara a cabo mediante dos etapas:

» Etapa activa

% Etapa pasiva.

BRAZO CERVARIX

Las actividades correspondientes a visita mes 21 se llevaron a cabo en el

periodo comprendido de julio-septiembre 2011.

Las actividades programadas para el afio 2012 sera realizar el seguimiento de

participantes mediante la etapa pasiva.

Etapa pasiva (visitas no programadas)

Esta etapa incluye el periodo en donde no se tienen programadas visitas
presenciales en el protocolo sin embargo para asegurar el seguimiento y la

retencion de las participantes se llevaran a cabo las siguientes estrategias:

Contactos telefénicos y/o visitas domiciliarias anuales para actualizacion de
datos y verificacion del estado de salud de la participante, programacién de

citas médicas y/o psicolégicas a solicitud de las participantes

Se debera tomar en cuenta que ocasionalmente se deberan realizar gestiones

para referencia a citas médicas de especialidad
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BRAZO GARDASIL

Las actividades correspondientes a la visita mes 21 estan programadas para el
periodo de septiembre-octubre 2012, de acuerdo a los periodos vya

establecidos.

El seguimiento de participantes se llevara a cabo mediante la etapa activa.

Etapa activa (visitas programadas)

El seguimiento se realizara a través de un equipo de trabajo multidisciplinario,
mediante llamadas telefénicas a participantes para recordar y agendar las

visitas programadas de acuerdo al protocolo.

Cuando no se contacten via telefénica o por renuencia, se realizaran visitas

domiciliarias.

Para localizacién de participantes se coordinara la comunicacién con centros
de salud, instituciones educativas y con ayudantes Municipales, asi como se

reforzara la busqueda con apoyo de la geo-referenciacion.

En el caso de la poblacion participante que aun se encuentra en escuelas se
acudira a las mismas para solicitar el apoyo de la direccion para la
programacion de citas asi como solicitar la asignacion de area para llevar a

cabo los procedimientos de obtencion de muestras seroldgicas.

Cabe sefialar que dicho procedimiento se realizara en las escuelas siempre y

cuando se cumpla con un area adecuada.
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Actividades a realizar en la visita mes 21

Historia médica

Debera efectuarse un examen médico dirigido por los detalles de la historia y
registrar cualquier condicién preexistente o signos y/o sintomas en la

participante antes del inicio del estudio, en el expediente clinico.

Examen fisico

Se efectuara un examen fisico de las participantes, incluyendo signos vitales y
somatometria. La informacion recolectada sera registrada en el expediente

clinico.

Evaluacién de eventos adversos serios post-vacunaciéon a corto y mediano

plazo.

El periodo estandar para la valoracién y registro de los Eventos Adversos
Serios comenzara con la recepcion de la primer dosis de vacuna (es decir con
la aplicacion de la vacuna mes 0) y continuara durante todo el periodo de

estudio (mes 61).

Obtencion de muestras seroldgicas

Una vez aplicada la segunda o tercer dosis de vacunacion (visita mes 6); es
necesario informar a la participante y/o padres y/o tutores la importancia que
representa para el estudio, la obtencion de las muestras serolégicas ya que
como parte del objetivo primordial del estudio es la valoracién de los

anticuerpos generados por la vacunacion.

Para asegurar la confidencialidad de las participantes, todas las muestras
deberan ser etiquetadas correctamente registrando unicamente el numero de

identificacion asignado a la participante.
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Se obtendra un total de 10 ml de sangre durante las visitas programadas (mes
21 y 61) para la obtencion de las mismas; una vez obtenida la muestra
seroldgica y realizado el etiquetado correspondiente, la enfermera debera tener
especial cuidado (no destapar los tubos ya que esto favorece a la
contaminacion de las muestras, no agitar ni mezclar el tubo con sangre) al
momento del traslado de las mismas al laboratorio del Centro Médico

Cuauhtémoc para su procesamiento y almacenamiento.

Todas las muestras permaneceran a temperatura ambiente por lo menos media
hora posterior a la toma de la misma para dar seguimiento al proceso de
obtencion de suero el cual serd almacenado en un vial especifico que permita
la expansion durante la congelacién, previamente etiquetado y posteriormente
congelado a una temperatura aproximada de -20°C (alternativamente, también

es aceptable a una temperatura aproximada de -70°/-80°C).
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Cronograma de Determinacion
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VISITA MES 7 ENVIO DE
MUESTRA
FECHAS DE INICIO 2-jul-2011 15-oct-2011 SEROLOGICA
Y TERMINO
TIEMPO OPTIMO 3 semanas posteriores a la visita mes 6 hasta VISITA
ESTABLECIDO un maximo de 7 semanas GOINGLLIIRA
PARA LA
ATENCION DE LAS
VISITAS
PARTICIPANTES Total de Rango PROCEDIMIENTO
PROGRAMADAS participantes de
POR edad
VISITA/ATENDIDA 145 mujeres 18-24 Muestra
S anos seroldgica
295 mujeres 9-10 Muestra
anos seroldgica
VISITA MES 21 ENVIO DE
MUES'[RA
FECHAS DE INICIO 3-sep-2012 19-nov-2012 SEROL"OGIC
Y TERMINO
TIEMPO OPTIMO Todas las visitas podran ser programadas en El envio de
ESTABLECIDO el mes indicado +/- 4 semanas muestras
PARA LA serologicas
ATENCION DE LAS correspondi
VISITAS ente al mes
PARTICIPANTES Total de Rang PROCEDIMIENTO 21 se
PROGRAMADAS participantes o de realizard al
POR VISITA edad inicio del
(Sujeto a 145 mujeres 18-24 Muestra mes de
modificaciones de anos serolégica diciembre
acuerdo a la 295 mujeres  9-10 Muestra (05 de
continuacion de las afios serolégica diciembre,
[[e]] 2012)




IVANCRNIT] FTolokPl Sequimiento del esquema

2do INFORME DE AVANCES DEL
PERIODO
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VACUNA BIVALENTE

Objetivos de esta etapa

@ Evaluacion de los eventos adversos presentados en las participantes

@® Evaluacion de adherencia al protocolo
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VISITAS PROGRAMADAS POR PROTOCOLO

\EIE=E Visita 2 Visita 3 Visita Visita5 Visita Visita 7
Dia O Mes 1/2 Mes 6 4 Mes Mes21 6 Mes Mes 61
7 60
12Nov-30 03 Marzo- 31 Mayo- 05 Jul-15 20 Jul-19 19 Sep. 10 Oct. 20
Nov. 09 09 Junio 10 18 Nov. Dic. 10 Sept. 11 02 Dic. ene 2015
10 2014
Visita Visita Concluida  Visita Visita Visita Visita Visita Pendiente
Concluida (Informacién Concluida Concluida Concluida Pendiente
(Informacion enviada) (Informacién (Informacién (Informacién
enviada) enviada) enviada) descrita a
continuacion)

En la actualidad se estd realizando contacto via telefénica y/o visita
domiciliaria, para recabar y actualizar informacién acerca del estado de
salud y datos de localizacion de la participante.

A continuacion se muestran los resultados de los contactos realizados:

Fecha estimada de contacto: Septiembre a Noviembre 2012.
Inicio de Contactos: 04 Septiembre 2012.

TIPO DE CONTACTO NTENTOS DE SUJETOS NO

CONTACTOS CONTACTADOS
EFECTIVOS TOTAL

Visita
Domiciliaria

Telefénico

129 5 58 9 15
(Pendiente
Programacién)
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EVENTOS ADVERSOS DETECTADOS DURANTE LOS CONTACTOS

Tipo EVOLUCION

Lesion intraepitelial de bajo
grado

2 ptes. Refieren Poliquistosis Ambos Activos
ovarica

Enfermedad acido-péptica

Aborto espontaneo Resuelto

Infeccion de Vias Urinarias

Intoxicacion alimentaria Resuelto

Infeccion vias respiratorias
altas

Gastroenteritis bacteriana Resuelta

Litiasis renal

Verrugas vulgares
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VACUNA TETRAVALENTE

Objetivos de esta etapa

e Recoleccion de muestras seroldgicas del mes 21
e Evaluacion de los eventos adversos presentados en las participantes

e Evaluacion de adherencia al protocolo
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VISITAS PROGRAMADAS

VISITAS PROGRAMADAS POR PROTOCOLO
Visita
5 Visita 6

Mes Mes 60 VIS 7

Visita 1 Visita 2 Visita3 Visita4

Dia O Mes 2 Mes 6 Mes 7 21 Mes 61

10-31 Enero Feb. 14 16 Junio 07 Julio 05 Sep. 17Nov15 08Dic15
2011 Marzo 30 26 Ago. 03 Octubre 19 02 Feb. 16 22 Mar
2011 2011 2011 nov12 2016
Visita Visita Visita Visita Visita Visita
Concluida Concluida Concluida Concluida Pendiente Pendiente
450 18-24 18-24 18-24 Visita
participantes afios: 149 afios: 143 anos: en
enroladas: 9-10 afios: 9-10 afios: 145 Proceso
18-24 afos: 150 298 9-10 afos:
150 295
9-10 afos:
300

VISITA MES 21 EN PROCESO

05 Septiembre (Utilizado los
Inicio de visita Mes 21 periodos de ventana establecidos)

Procedimiento Toma de muestra seroldgica

Ventana Maxima para realizar
el procedimiento 19 Noviembre 2012
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CALENDARIO DE CITAS PROGRAMADAS Y STATUS DE

LAVISITA
SEMANAS
SEPTIEMBRE
PROGRAMADAS 55 135 96 68
CONFIRMADAS 40 75 Pendiente llamar para
confirmar
ASISTIERON A
TOMA DE p .
MUESTRAS 21 30 Dato aiin pendiente
SEROLOGICAS
TOTAL
MUESTRAS
SEMANAS
OCTUBRE 01-05 08-12 15-19 22-26
PROGRAMADAS 64 17

CONFIRMADAS

) Datos pendientes, debido a que la visita esta en
ASISTIERON A

proceso
TOMA DE
MUESTRAS
SEROLOGICAS

EMBARAZOS DETECTADOS DURANTE LA VISITA

TIPO

EVOLUCION
Embarazo de 24 Semanas de Activo
Gestacion
Embarazo de 14 Semanas de Activo
Gestacion
Embarazo de 38 Semanas de Activo
Gestacion




IVANCRNIT] FTolokPl Sequimiento del esquema

EVENTOS ADVERSOS DETECTADOS DURANTE LA VISITA

Tiro EVOLUCION
Alergia alimentaria +
Apendicetomia
Foliculitis Axilar derecha Resuelto
Candidiasis vaginal
Neoplasia maxilar benigna Resuelta

Gastritis + Colitis
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INFORME FINAL DEL PERIODO
OCTUBRE 2011 - OCTUBRE 2012
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Vacuna Bivalente

Adherencia al Protocolo

Actualmente se esta llevando a cabo el seguimiento de las participantes

realizando un contacto anual mediante las estrategias de seguimiento y

retencion.

Fecha de inicio del seguimiento: Septiembre 2012

Contactos realizados a la fecha (12 de octubre 2012) 701 contactos

Pacientes Enrolados

W 1765 Continuan

234 Bajas del
estudio

De las 234 participantes se han
registrado 29 bajas del estudio
debido a que las participantes ya
no viven en el estado. Se ha
perdido el seguimiento a 97 de las
participantes y 108 han retirado su

consentimiento informado.

Inicialmente se enrolaron 2000
participantes a la  fecha
continilan 1765 participantes y
se han dado de baja el estudio

234 participantes.

Motivos de Baja del

Estudio
WFueradel areadel
estudio
BRetirode
Consentimiento
WPerdidade
Seguimiento
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Vacuna Tetravalente

Adheren cia al protocolo

Toma de muestra serolégica

Actualmente se estd realizando la toma de muestra seroldgica en
participantes de la vacuna tetravalente correspondiente a la visita mes 21,
la cual inicio el dia 06 de septiembre del presente. A la fecha (12 de octubre
2012) se han visitado un total de 360 participantes, teniendo como periodo

de ventana hasta el 19 de noviembre de 2012.

Participantes enrolados

2%

M 440
Continuan

® 10 Bajas del
Estudio

' Bajas del Estudio

e M 2 Fuera delarea
del estudio
M 4 Perdidade

seguimiento

H 3 Retiro de
Cansentimiento

Wi 1 Cumple criterio
de eliminacion
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