MASTER
UNIVERSITARJO EN
INVESTIGACION
EN MEDICINA
CLINICA

(/]

i
iguel Herndndez

= UNIVERSITAS

FACULTAD DE MEDICINA

UNIVERSIDAD MIGUEL HERNANDEZ

TRABAJO FIN DE MASTER

Estudio sobre la cicatrizacion de la zona donante
de injerto de piel parcial en pacientes quemados
tras aplicacion de plasma rico en plaquetas o
plasma rico en factores de crecimiento frente a la

forma terapéutica habitual.

Alumno: José M? Garcia Sanchez %

Tutor: Maria Isabel Betlloch Mas

Curso: 2015/2016



RESUMEN

La técnica mas empleada para la restauracion de la barrera cutanea en los pacientes
quemados es el injerto de piel autdlogo de espesor parcial. Su obtencion conlleva la
generacion de un area cruenta, a nivel de otra localizacion cutanea del mismo paciente,

conocida como zona donante.

El manejo adecuado de las heridas del area donante es de especial importancia para la
reduccion del tiempo de reepitelizacion y la prevencion de la morbilidad resultante del

retraso en la cicatrizacion, las infecciones y su conversion en herida de espesor total.

El material de cobertura ideal para el manejo de la zona donante ain no se ha desarrollado
y existe una amplia variabilidad en la actualidad. La utilizacién de plasma rico en
plaquetas autdlogo y sus derivados como el plasma rico en factores de crecimiento en el
tratamiento de las heridas, es una de las opciones terapéuticas en investigacion en los
ultimos afios. Son conocidas sus propiedades de estimulacion angiogénica, de
proliferacion de fibroblastos y su efecto hemostatico. Existen numerosos estudios que
prueban la eficacia de su utilizacion en el tratamiento de heridas. No obstante, ain son
escasos los estudios acerca de su aplicacion en el paciente quemado y, concretamente, en

el manejo de las zonas donantes.

Mediante este estudio, se pretende hacer una comparacion de las distintas opciones
terapéuticas utilizadas en la curacion de la zona donante de piel de pacientes quemados y
obtener resultados clinicos concluyentes que puedan ser utilizados para mejorar su

manejo en la practica clinica habitual.
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1. INTRODUCCION
1.1. Antecedentes

El reemplazamiento de la piel continda siendo un reto no alcanzado en la actualidad.
Cuando la extension y la profundidad de la pérdida cutanea requieren el uso de cobertura
terapéutica, el autoinjerto, cuando es posible, es la Unica alternativa para reponer este

tejido en su integridad.

Hace ya 40 afios desde que Rheinwald y Green describieron una metodologia para la
expansion «ex vivox» de los queratinocitos (1). Sin embargo, poco se ha avanzado en este
campo desde entonces. Se han incorporado metodologias para dotar de un analogo
dérmico a los queratinocitos en crecimiento, pero lo cierto es que la complejidad
estructural de la piel, con sus anejos, no se ha conseguido reproducir todavia en el

laboratorio.

Es por ello que la piel de donantes fallecidos sigue siendo un recurso para el tratamiento
provisional de los grandes quemados, y el autoinjerto, como ya se ha dicho, se presenta
como el «gold standard» en la actualidad para conseguir una recuperacion total de la
funcionalidad cutanea. Sin embargo, la toma de autoinjertos no esta exenta de cierta

morbilidad y supone una lesion adicional que debe ser tenida en consideracion.

El manejo de la zona donante tras la obtencidn del injerto de piel parcial autélogo es de
suma importancia en la recuperacion del paciente con gquemaduras que requieren
tratamiento quirurgico. Tradicionalmente, se han utilizado distintos apésitos para facilitar
su curacion y proporcionar condiciones ideales que promocionen la reepitelizacion de la
herida. Con el desarrollo tecnoldgico actual, se han creado nuevos apositos que pretenden
otorgar este medio 6ptimo que acelere la reepitelizacion, minimice el dolor y la estancia
hospitalaria e incremente la comodidad del paciente (2); sin embargo, ain no se ha

logrado una cobertura ideal para este fin (3).

Diversos apoésitos son adecuados, yendo desde el uso clésico de gasas y apésitos no
adherentes hasta los modernos apositos de silicona, alginatos, peliculas e hidrofibras. Sin
embargo, los regimenes de tratamiento varian considerablemente entre los centros y
especialistas quirdrgicos. Las peliculas e hidrocoloides parecen mas eficaces en términos

de alivio del dolor y confort del paciente (3,4); no obstante, la mayoria de las revisiones



destacan la necesidad de nuevos y mayores estudios para conseguir una evidencia

cientifica convincente (5).

Existen multiples estudios en la bibliografia (2-4,6-9) que comparan los resultados de la
utilizacion de distintos tipos de apdsitos en funcion de los estdndares de manejo de zona
donante utilizados en las diversas instituciones hospitalarias, persiguiendo todos ellos el

objetivo de encontrar un material de cobertura ideal.

En el afan por conseguir este objetivo, no sélo para el manejo de las quemaduras y zonas
donantes sino de las heridas en general, tanto cronicas como agudas (10), en los ultimos
afios se ha tratado de avanzar en nuevas opciones tales como la aplicacion topica de

plasma rico en plaquetas (PRP) para su manejo (10-12).

Desde el descubrimiento del papel regenerativo del PRP, al ser aplicado en Ulceras
cutaneas crénicas en los afios 80, su uso se ha extendido en los Gltimos afios al campo de
la cirugia maxilofacial, traumatologia, oftalmologia, cirugia cardiotoracica, cirugia
plastica y dermatologia. Las plaquetas, ademéas de su participacion en el proceso
hemostatico, también son responsables de la liberacién de una seria de citocinas,
quimocinas y factores de crecimiento que van a desempefiar un papel relevante en los
procesos asociados a la remodelacion tisular, favoreciendo los mecanismos reguladores

homeostaticos (11).

Entre los componentes del PRP destacan el factor de crecimiento derivado de las
plaquetas, el factor de crecimiento transformante, el factor plaquetario 4, la interleucina
1, el factor angiogenico derivado de las plaquetas, el factor de crecimiento endotelial, el
factor de crecimiento epidérmico, el factor de crecimiento endotelial derivado de las
plaquetas, el factor de crecimiento de células epiteliales y el factor de crecimiento
insulina-like. Estas moléculas, entre otras, estan implicadas en la promocion del ambiente
local de regeneracion, estimulando la proliferacion, la migracion y diferenciacion

celulares y la angiogénesis (11, 13,14).

En definitiva, con su empleo se pretende aumentar la concentracion de factores de
crecimiento mediante la aplicacion de una concentracion de plaquetas superior a la
fisioldgica en la herida, potenciando asi la capacidad biorregeneradora (13). De esta
manera, el PRP se propone como una alternativa eficaz en el manejo de las heridas. A

pesar de todo, en pocas indicaciones, entre ellas el tratamiento de Ulceras cutaneas



cronicas, se han realizado ensayos clinicos de la suficiente calidad como para poder

extraer conclusiones (12).

La cirugia periodontal y oral son probablemente los campos en los que mas se ha
investigado y en los que mas resultados positivos se han obtenido con el tratamiento de
PRP. Desde sus primeros usos como coadyuvante para la insercion de implantes de titanio
Ilevado a cabo por Whitman, quien evidencio una mayor consolidacién 6sea y adherencia
del colgajo mucogingival en los pacientes tratados con PRP (15), se han sucedido

maultiples aplicaciones clinicas.

En una revision de la literatura llevada a cabo por Albanese et al. en 2013(16), se muestra
que la aplicacion de PRP en el alveolo tras la extraccion dental mejora la cicatrizacion de
los tejidos blandos e influye positivamente en la regeneracion désea, aunque este Ultimo
efecto parece disminuir posteriormente. En cuanto a la utilizacion del PRP como material
de recubrimiento de implantes dentales se muestran resultados prometedores y en el
tratamiento de la osteonecrosis mandibular por bifosfonatos con la combinacién de
curetaje del hueso necrético y aplicacion de PRP se han demostrado resultados exitosos

de forma minimamente invasiva (16).

En el campo de la traumatologia el espectro de aplicacion del PRP abarca desde el
tratamiento de tendinopatias y condropatias hasta su uso como adyuvante en los injertos
6seos. En cuanto a su aplicacion en condropatias, la mayor evidencia cientifica se
encuentra en el tratamiento de la osteoartritis de rodilla, mostrandose beneficios en cuanto
a disminucion del dolor y mejora clinica hasta 6 meses postinfiltracion (17). Con respecto
a las tendinopatias, la mayor evidencia de mejora se ha mostrado en el tratamiento de las
lesiones de tendones extensor y flexor comun asociadas a la epicondilitis lateral y medial
(18,19).

Dentro de la cirugia plastica destaca la contribucion del PRP en la cicatrizacion de heridas
y la viabilidad de los injertos graso y 6seo. Multiples estudios in vitro muestran su efecto
promotor de la proliferacion y diferenciacién de fibroblastos dérmicos humanos en
miofibrobalstos, promoviendo asi la contraccién de la herida (20-22). Estudios in vivo
muestran una cicatrizacion de heridas mas rapida con respecto al grupo control (10) y se
Ilega a recomendar el uso de PRP como terapia adyuvante para promover la cicatrizacion
de heridas, a parte de los métodos convencionales (23). En el estudio llevado a cabo por

Dougherty et al. se compara el coste-efectividad de distintos tratamientos en Ulceras de



pacientes diabéticos, observandose un menor coste del tratamiento con PRP frente a otros

tratamientos convencionales (24).

La utilizacion del injerto de grasa es una técnica utilizada para la restauracion del
contorno y lesiones atréficas, que ha ganado interés en los Ultimos afios. Son varios los
estudios que han investigado el efecto del RPP sobre su viabilidad (25-28), mostrandose
una accion sinérgica en la cicatrizacion de los tejidos blandos y una mejora de la
supervivencia del injerto graso. Los injertos 6seos son utilizados en diversos entornos
clinicos dentro de la cirugia plastica, tales como la reconstruccion mandibular y la cirugia
de paladar hendido. Marx et al. fueron los primeros en mostrar el efecto adyuvante del
PRP sobre el injerto 6seo (29). Son varios los estudios que muestran un incremento del

crecimiento 0seo significativo en comparacion con el injerto 6seo sin PRP (30,31).

En el caso de las quemaduras y sus areas donantes los estudios existentes hasta la
actualidad carecen de la suficiente evidencia como para obtener conclusiones
determinantes acerca del beneficio sobre la cicatrizacién del PRP y sus derivados
(11,13,14,32,33).

Existen mdltiples denominaciones de PRP que se pueden utilizar en funcién de las
caracteristicas del producto final obtenido. Una de ellas, el PRGF se obtiene tras un ciclo
de congelacion/descongelacion y posterior centrifugacion de PRP, obteniéndose un
concentrado de factores de crecimiento acelular, el cual se ha demostrado con eficacia no
inferior a la forma habitual de PRP, y presentando el potencial de extender la vida util de

los concentrados de plaquetas (34,35).

En definitiva, en la mayoria de los campos es necesaria la realizacion de mas ensayos
clinicos que aporten la suficiente evidencia cientifica que apoye el uso de PRP en la
practica clinica habitual (16,17,19,23,36-40).

1.2.  Justificacion del estudio

El avance producido en las Gltimas décadas en las técnicas y protocolos de resucitacion y
soporte vital, ha contribuido a un notable incremento de la tasa de supervivencia del
paciente quemado (41). En consecuencia, las opciones terapeuticas utilizadas hoy en dia
deben tratar de disminuir la morbilidad y las secuelas en este tipo de pacientes,



permitiendo de esta forma alcanzar un adecuado estatus funcional que mejore su calidad

de vida posterior.

El manejo de la zona donante tras la obtencion del injerto de piel parcial autélogo es de
suma importancia en la recuperacion del paciente con quemaduras que requieren
tratamiento quirdrgico, siendo de vital importancia en el paciente gran quemado, cuya
supervivencia y calidad de vida posterior depende en gran medida de la rapida
cicatrizacion de las zonas donantes de piel. Debido a su amplia extension de piel quemada
estas zonas se ven reducidas a minimas areas, a las que hay que recurrir en sucesivas
ocasiones para llegar a la cobertura total del paciente, dependiendo en todo momento de

su tiempo de cicatrizacion.

Existen diversos apositos utilizados para el tratamiento de estas zonas, no obstante, la
mayoria de las revisiones destacan la necesidad de nuevos y mayores estudios para

conseguir una evidencia cientifica convincente (5).

El papel de las plaquetas en el proceso de reparacion tisular y la facilidad para obtenerlas
con métodos minimamente invasivos (un simple pinchazo) y con escasa morbilidad, las
ha convertido en un potencial recurso terapéutico para tratar distintas patologias en
diferentes especialidades. Al menos asi parece a la vista de la amplia difusion de su uso
clinico en la Gltima década. Lo cierto es que se tiene muy poco conocimiento de los
resultados basado en evidencias medicas. Pese a la existencia de multiples estudios in
vitro e in vivo que prueban su papel positivo en la regeneracion de tejidos y la
cicatrizacién de heridas, apenas hay estudios prospectivos de calidad y resulta ciertamente
complejo establecer criterios comparativos como consecuencia de la falta de informacion
y de la notable diversidad de modalidades de procesamiento (36). En un buen nimero de

casos, los parametros de la metodologia utilizada se basan en criterios empiricos.

Cabe sefialar una ventaja importante del PRP autélogo en el &mbito clinico, su carencia
de efectos adversos, como reportan los maltiples estudios llevados a cabo en sus diversos
campos de aplicacion (13,42). Se trata de una preparacion autéloga evitando el riesgo
reacciones inmunogénicas, transmision de enfermedades infecciosas o cualquier otro
efecto adverso existente en el uso de productos alogénicos o xenogenicos (16). Por otro
lado, es un producto facil de obtener y no consume tiempo adicional para el paciente y/o
especialista, llevandose a cabo su procesamiento de forma simultanea a la realizacion de

la cirugia.



Con el objetivo de establecer un marco de actuacion para este tipo de actividad, en mayo
de 2013, la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios emitié un informe
relativo a los aspectos a considerar para el uso clinico de plasma rico en factores de
crecimiento. En €l sefialaba la falta de resultados de ensayos clinicos con la suficiente
fiabilidad para extraer conclusiones sobre las indicaciones clinicas y anima a la
realizacion de experiencias clinicas controladas que permita la elaboracion de un listado

de indicaciones con datos debidamente contrastados.

El desarrollo del proyecto se ha planteado de acuerdo con lo dispuesto en este informe y
en respuesta a la demanda que se hace desde el mismo para la aportacion de datos clinicos
suficientemente contrastados. Hay que tener presente que en nuestro entorno autonémico
aun no se ha establecido el mecanismo de autorizacion sanitaria especifica para esta
actividad, en lo que a su uso clinico respecta. Todo ello sera realizado de acuerdo con el

protocolo, las BPC y los requisitos legales pertinentes.

La implementacion de la cicatrizacion de las zonas donante conlleva grandes
repercusiones estéticas, funcionales e incluso vitales. Mediante el estudio de estas
distintas opciones terapéuticas, se puede llegar a resultados que optimicen su curacion,
disminuyendo la morbilidad de los pacientes quemados y el consumo de recursos

sanitarios.

2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivo principal

Estudiar la cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial en pacientes
quemados tras aplicacion de plasma rico en plaquetas (PRP) o plasma rico en factores de

crecimiento (PRGF) frente a la forma terapéutica habitual.
2.2.  Objetivos secundarios

1. Determinar si hay diferencias significativas en la percepcién del dolor por parte

del paciente entre los productos evaluados.

2. Determinar si hay diferencias significativas respecto a la tasa de infeccion tras la
aplicacion de los productos evaluados, a partir de la recogida de los acontecimientos

adversos.



3. Determinar si hay diferencias significativas en el potencial terapéutico de los dos
productos evaluados (PRP y PRGF).

4. Determinar el coste que supone el modelo propuesto y su comparacién con otras
metodologias para obtener el tipo de productos evaluados en este proyecto o bien con
otras metodologias terapéuticas.

5. Definir los parametros que se deben evaluar a la hora de implementar protocolos

para la obtencion de PRP o PRGF con fines terapéuticos.

3. HIPOTESIS

El tratamiento con plasma rico en plaquetas y sus derivados favorece la cicatrizacion y
disminuye la morbilidad de las zonas donante de injerto autélogo de piel parcial en
comparacion con otras opciones terapéuticas disponibles en la actualidad.

Explicacion: el desarrollo de las nuevas tecnologias permite la generacion de apdésitos y
la utilizacién de técnicas, como el plasma rico en plaquetas y plasma rico en factores de
crecimiento que proporcionan las mejores condiciones para el proceso de cicatrizacion,
lo que es fundamental en el manejo del paciente quemado. Mediante la comparacion de
los resultados de curacion de las distintas opciones terapéuticas utilizadas en el manejo
de las zonas donante de injerto de piel parcial, se pretende llegar a encontrar resultados
concluyentes que permitan la mejora de la practica clinica habitual, favoreciendo su
curacion, disminuyendo su morbilidad y optimizando resultados con la consecuente

reduccion del consumo de recursos sanitarios.

4. DISENO DEL ESTUDIO

El desarrollo del proyecto se ha planteado de acuerdo con lo dispuesto en el informe de
la Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios de mayo de 2013, relativo
a los aspectos a considerar para el uso clinico de plasma rico en factores de crecimiento,
y en respuesta a la demanda que se hace desde el mismo para la aportacion de datos

clinicos suficientemente contrastados.

El estudio de la cicatrizacion de la zona donante de injerto de piel parcial se llevara a cabo

mediante la realizacion de un ensayo clinico aleatorizado y controlado, en el que se
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compararan los resultados de cicatrizacion con el tratamiento habitual y con el tratamiento
con PRP o PRGF.

El mismo paciente constituira su propio control, se aplicaran las tres formas de
tratamiento (tratamiento habitual, plasma rico en plaquetas y plasma rico en factores de
crecimiento) sobre el &rea donante de injerto de piel parcial. Se dividiria por tanto la zona
donante del paciente en 3 partes, en cada una de ellas se llevara a cabo uno de los
procedimientos, dejando una distancia de separacion entre ellas para evitar la posibilidad

de interferencia.

En cuanto al tamafio muestral necesario, se ha calculado que para un valor estimado de la
diferencia media en tiempo de cicatrizacion entre el tratamiento habitual y cualquiera de
los dos nuevos de 2 dias, con una desviacion tipica de 3 dias en el tiempo medio de
cicatrizacion, serian necesarios 32 pacientes para alcanzar una potencia estadistica del
80% tomando una significatividad 0=0.05. Asumiendo un 10% de pérdidas el tamafio

muestral final seria de 35 pacientes.
4.1. Variables del estudio
4.1.1. Criterio de valoracion principal

- Tiempo de cicatrizacion total objetivado por el observador (se considera cuando se
produzca la epitelizacion total de las heridas con ausencia de areas cruentas). La unidad

de medida utilizada seran dias.
4.1.2. Criterios de valoracion secundarios

- Dolor objetivado por el paciente durante el manejo de la zona donante de piel en las
sucesivas visitas de seguimiento hasta la epitelizacion completa, para su medicion se

utilizara la escala visual analdgica (Figura 1).

- Tasa de infeccién de las distintas opciones terapéuticas empleadas, objetivada por el

observador.
- Calidad de cicatrizacion:

e Medida de la elasticidad de la piel resultante mediante CUTOMETER MPA 580
DUAL.
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e Escala de Vancouver (VSS). Esta escala categoriza las diferentes caracteristicas
valorables en una cicatriz: pigmentacién, vascularidad, flexibilidad y grosor.
Estos pardmetros se expresaron sobre un total de 13 puntos (Figura 2).

e Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices (POSAS). Esta
incluye dos escalas, una realizada por el observador y otra por el paciente,
valorando seis variables con un rango de puntuacion de 1 a 10, siendo la menor
puntuacion indicativa de equivalencia a las cualidades de la piel normal. Por ello

permite valorar el grado de satisfaccion del paciente (Figura 3).

- Cuantificacion econémica del gasto sanitario que supone el tratamiento con estos

productos frente a otras alternativas terapéuticas. La unidad de medida sera euros.

- Variables hematoldgicas (recuentos, hematocrito, volumen celular, etc.) de la sangre
extraida para la produccién de PRP y PRGF mediante la utilizacion de un contador celular
automatico; y concentracion de los factores de crecimiento PDGF, TGF-B, EGF y VEGF
del sobrenadante de PRP coagulado y PRGF. Permitird determinar si existe una
correlacion entre la concentracion de plaquetas y la de sustancias bioactivas. También
evaluar comparativamente el rendimiento obtenido con los dos sistemas de extraccion del

contenido de los granulos.

Figura 1. Escala visual analégica (EVA).

Escala visual analdgica
1 2 3 4 5] 6 7 8 9 10

s O

No El peor
dolor dolor
e imaginable
1cm
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Figura 2. Escala de Vancouver (VSS)

Pigmentacion

0 Color normal (parecido a piel cercana)
1 Hipopigmentada
2 Hiperpigmentada

Vascularidad

0 Normal
1 Rosa (flexible con minima resistencia)
2 Roja (aumento significativo en el riego sanguineo local)
3 Morada (excesivo riego sanguineo local)
Flexibilidad Bandas (bridas, no limitan grado de movimiento)
0 Normal
1 Flexible
2 Cede
3 Firme
4 Adherencia
5 Contractura
Altura/Grosor
0 Normal
1 <2 mm
2 2-5 mm
3 >5mm
Figura 3. Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices (POSAS).
Componente para el observador
Piel normal 2 3 4 5 6 10 | Peor cicatriz imaginable Categorias

Vascularizacién

Palido/Rosa/Rojo/Violaceo/Mix
to

Pigmentacion

Hipopigmentado/Hiperpigmenta
do/Mixto

Grosor

Grueso/Delgado

13




Relieve

Mayor/menor/Mixto

Flexibilidad

Flexible/Rigido/Mixto

Area de cicatriz
herida inicial

Vs Expansion/Contraccion/Mixto

Componente para el paciente

No, sin sintomas 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Peor sintoma posible

¢La cicatriz duele?

¢La cicatriz pica?

No, como la piel 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | Si, muy diferente
normal

¢Es el color de la
cicatriz diferente?

¢Es la cicatriz mas
rigida?

¢Es el grosor de la
cicatriz diferente?

¢Es la cicatriz
irregular?

4.2. Disefno del estudio
4.2.1. Disefo

Ensayo clinico aleatorizado, con evaluacién ciega por terceros y en el que cada paciente

actlia como su propio control.
4.2.2. Enmascaramiento

La localizacion de las zonas tratadas con PRP, PRGF o tratamiento control serad
desconocida para los sujetos, evaluadores y el resto del personal del estudio durante la

duracion del mismo, a excepcion del cirujano que lleve a cabo la intervencion.
4.2.3. Aleatorizacion

La eleccion de la zona donante de piel estara sujeta a las caracteristicas y localizacion de
la quemadura, no obstante, y siendo asi en la practica clinica habitual, se elegira la cara

anterior del muslo siempre que sea posible.

La asignacion del tratamiento a cada una de las zonas donante sera aleatoria, de forma
que cada zona serd tratada aleatoriamente con el tratamiento habitual, PRP o PRGF. Dicha

asignaciéon se llevard a cabo mediante una secuencia de aleatorizacion oculta y
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proporcionada al cirujano que lleve a cabo la intervencion antes del procedimiento por un
una persona ajena al estudio designada para dicho fin (no sera evaluador ni cirujano que
Ileve a cabo la intervencidn). Se generard un listado de aleatorizacion con la ubicacién de

cada uno de los tratamientos para cada uno de los 35 pacientes.
4.3. Descripcion del tratamiento
4.3.1. Marco de actuacion y denominacion del producto:

Con el objetivo de establecer un marco de actuacion para este tipo de actividad, en mayo
de 2013, la AEMPS emitié un informe relativo a los aspectos a considerar para el uso

clinico de plasma rico en factores de crecimiento, recogido en el manual del investigador.
4.3.2. Tratamiento

La obtencién de PRP y PRGF se llevara a cabo durante el tiempo necesario para realizar
el desbridamiento quirdrgico de la quemadura y su cobertura mediante injerto de piel

parcial (IPPA) obtenido de la zona donante.
4.3.2.1. Evaluacién del donante

El PRP y PRGF obtenido seran utilizados exclusivamente para uso autélogo. Al donante

se le deben realizar antes de la donacion las siguientes pruebas analiticas:

e Grupo ABO y Rh.
e Pruebas para deteccidn de agentes infecciosos:

o Sifilis: pruebas seroldgicas.

o Hepatitis B: HBsAg. Cuando el HBSAg sea negativo y el anti-HBc sea
positivo, se realizaran pruebas adicionales para determinar si el producto
puede utilizarse.

o Hepatitis C: anti-VHC y pruebas de amplificacion genémica del acido
nucleico (NAT).

o VIHI/IL

o Aquellas pruebas necesarias para detectar portadores de otros agentes
infecciosos en determinados donantes por sus circunstancias
epidemioldgicas concretas. Seran motivos de exclusion aquellos pacientes
con marcadores positivos para HbsAg, VHC, VIH I/ll y HTLV I/1l, de

acuerdo a la legislacién vigente.
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4.3.2.2. Extraccion de la sangre

En antequirdfano, utilizando un sistema convencional para este proposito, se recoge en
tubos con anticoagulante siendo etiquetados con los datos del paciente. El volumen de
sangre obtenido se ajusta a las necesidades para que el producto final cubra la totalidad
de la zona donante a tratar, aproximadamente 40 ml. En cuanto al transporte, seran
transportados en una gradilla dentro de una caja a temperatura ambiente hasta el Banco

de Sangre del Hospital la Fé.

4.3.2.3. Protocolo de procesamiento y aplicacion

La manipulacion de la sangre y los productos resultantes se va a realizar en exposicion
abierta en el Banco de Sangre del Hospital la Fé. De acuerdo con ello, y siguiendo las
indicaciones de la AEMPS, se va a realizar dicho procesamiento en el ambiente aséptico
proporcionado por una cabina de flujo laminar, garantizando un entorno medioambiental
con una calidad grado A. Este dispositivo se encuentra en un laboratorio debidamente
autorizado por la Conselleria de Sanitat Universal y Salud Publica para la manipulacion

de hemoderivados. Para la separacion de las plaquetas se va a utilizar la centrifugacion.

Existe una gran disparidad de criterios a la hora de establecer las condiciones de velocidad
(fuerza centrifuga relativa) y tiempo. Debido a ello y para evitar la generacion de un
namero de variables que impida la realizacion del proyecto, se va a implementar el
protocolo desarrollado en el Centro de Transfusion de Valencia para este fin. No es
infrecuente encontrar en la bibliografia una insuficiente descripcion de la metodologia

utilizada (por ejemplo, rpm en lugar de fcr (g)).

De acuerdo con ello, la sangre es sometida a un proceso de centrifugacion utilizando un
cabezal basculante, con el fin de generar un gradiente en funcion de la densidad de los
diferentes componentes celulares. Las condiciones de centrifugacion vienen definidas por
los siguientes parametros: fuerza centrifuga relativa (400g), tiempo (7 min), temperatura
(22°C), aceleracion (alta), freno (minimo). Con este procedimiento, la mayoria de las
plaguetas quedan suspendidas en el plasma sobrenadante, que se retira del recipiente con
mucho cuidado para evitar turbulencias y en condiciones de asepsia aseguradas mediante

cabina de flujo laminar. Una vez obtenido el PRP se divide en dos alicuotas:
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1. Se somete a un doble ciclo de congelacion/descongelacion y se centrifuga a 4000g 5

min.
2. Se almacena a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C).

Paralelamente, en cabina de flujo laminar, 2ml del PRP se utilizan para la generacion de
activadores de la coagulacion. Para este fin, se afiade Cl2Ca 10% en una proporcion 1:20,

se mezcla bien y se incuba a 37°C hasta conseguir la coagulacion.

Seguidamente, se afiade CI2Ca 10% en una proporcién 1:20 a cada una de las alicuotas
(PRP y PRGF) vy los activadores previamente preparados. Se emplea un recipiente
rectangular para que la presentacion final se adapte a la morfologia y dimensiones de la
lesion (37.5cm2). Se ha escogido un sistema de coagulacion aprovechando la trombina
enddgena en base a estudios que indican que desencadenar la coagulacion con trombina
exogena (aparte del problema asociado al uso de elementos xenogénicos) da lugar a una
matriz de fibrina de peor calidad (en cuanto a su funcidbn como soporte incorporar
sustancias bioactivas y atraer elementos celulares). Las fibrillas se fibrina se ensamblan
segun dos arquitecturas bioquimicas: via uniones tetramoleculares condensadas o
bilaterales, o bien mediante uniones trimoleculares conectadas o equilaterales. Las
primeras se consiguen con altas concentraciones de trombina y, conducen a una
activacion drastica, generando matrices densas de monofibras (es el caso de «fibrin
glue»). Por el contrario, una polimerizacion fisiolgica, mas lenta, proporciona una mayor
proporcion de uniones equilaterales, facilitando una red de multifibras entrelazadas, mas

flexible y con mayor potencial para retener citocinas e incorporar células.

El protocolo del Centro de Transfusién proporciona un factor de concentracion plaquetar
sobre el valor basal entre 2 y 3. Aunque algunos autores sugieren al menos un factor de 5
para conseguir efecto terapéutico, no es menos cierto que el uso factores de crecimiento
derivados de plaquetas alta concentracion como suplemento del medio de cultivo celular,
dificulta la quimiotaxis, la proliferacion e incluso el potencial de diferenciacion de

diferentes tipos celulares.

Se ha escogido un sistema de obtencién de PRP con una sola centrifugacion para
minimizar la pérdida de sustancias bioactivas en el sobrenadante (que puede producirse
por activacion de la desganulacién plaquetar, con la consiguiente liberaciéon al

sobrenadante, que se desecha en parte en los sistemas con doble centrifugacién).
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El PRP y PRGF se etiquetaran de acuerdo a la legislacion vigente, se incluird en la
etiqueta la identificacion del donante y la advertencia “solo para transfusion autéloga”.

Serén transportados nuevamente a temperatura ambiente para su aplicacion en quiréfano.

El mismo paciente constituira su propio control, se aplicardn las tres formas de
tratamiento (tratamiento habitual mediante apdsito primario, PRP + apdsito primario y
PRGF + aposito primario) sobre un area de 112,5 cm2 de la zona donante de IPPA. Se
dividiria por tanto dicho area en 3 partes de 37,5 cm2 cada una, totalmente diferenciadas
(A, By C) y separadas por piel integra para evitar posibles interferencias, aplicandose
una opcion terapéutica en cada una de ellas siguiendo un sistema de aleatorizacion
previamente establecido. El resto de zona donante del paciente (si la hubiera) estara fuera
del objetivo del estudio y se tratara segun la forma habitual. Toda la zona donante se

cubrird con aposito secundario consistente en compresas y vendaje tipo crepe.

Posteriormente el paciente serd sometido al seguimiento habitual establecido para este
tipo procedimiento, con visitas sucesivas hasta la total epitelizacién y estabilizacion de
sus lesiones, tomandose fotografias macroscopicas en cada una de ellas. La primera visita
se llevara a cabo el 3° dia postoperatorio y las siguientes cada 3 dias hasta la epitelizacion
completa de las lesiones. Se continuara con visitas al mes, 3 meses, 6 meses y 12 meses

postoperatorios dado el largo tiempo de evolucion de la cicatrizacion.
El ensayo finalizara con la dltima visita del Gltimo sujeto reclutado.

Una vez que el paciente acepte participar en el estudio, cedera el uso de las muestras
biolbgicas extraidas y procesadas, entre ellas las de sangre, al Instituto de Investigacion
Sanitaria La Fe, como promotor del estudio con su adecuada custodia. Se conservaran a
bajas temperaturas (- 80°C) en neveras habilitadas para ello, en las dependencias del
Instituto de Investigacion Sanitario del Hospital La Fe, durante el tiempo de duracion del
estudio (2 afios). Una vez finalizado el estudio y segun lo previsto en el RD1716/2011,
de 18 de noviembre, sobre requisitos basicos de autorizacion y funcionamiento de los
biobancos con fines de investigacion biomédica. Las citadas muestras seran remitidas al
biobanco del hospital universitario la fe o serdn destruidas o se guardaran como
colecciones por parte del equipo investigador comunicando oportunamente la

autorizacion de la citada coleccion al Instituto de Salud Carlos IlI.
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4.4. Diagrama del ensayo clinico

]

Extraccion de sangre a N\
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antequiréfano
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5. SELECCION DE SUJETOS
5.1. Criterios de inclusion

1. Hombre o mujer con edad comprendida entre los 18 y los 70 afios de edad en el
momento del consentimiento.

2. Sujetos capaces de entender el formulario de consentimiento informado
proporcionado y que lo hayan firmado de forma voluntaria (ningun sujeto debe
ser obligado a participar en el ensayo), por si mismos o a traves de sus familiares
custodios o, cuando sea necesario, representantes legales.

3. Sujetos dispuestos a cumplir todos los requisitos del estudio clinico. Deben estar
dispuestos a visitar al centro los dias sefialados en el estudio para las curas y la
recogida de documentacion fotogréfica hasta la regeneracion total de la herida y
disposicion a realizar una visita de seguimiento al mes, 3, 6 y 12 meses.

4. Sujetos con quemadura de segundo o tercer grado susceptibles de recibir
autoinjertos de piel con un tamafio minimo de 112,5cm2.

5. Sujetos que presenten una lesion cutanea por quemadura de espesor parcial que
afecte entre un 0.5% y un maximo de 10% de la superficie corporal.

5.2. Criterios de exclusion

1. Sujetos que presenten una lesion cutanea por quemadura que afecte a mas del 10%
de la superficie corporal.

2. Mujeres embarazadas o en periodo de lactancia.

3. Enfermedades o trastornos que, en opinién del investigador, podrian interferir en
la evaluacion de la seguridad o la eficiencia.

4. Sujetos que presenten una enfermedad cutanea crdnica o actualmente activa que
el investigador considere que afectard de forma negativa a la regeneracion
dérmica.

5. Sujetos con historia de coagulopatia.

6. Sujetos con tratamiento cronico de corticosteroides u otro farmaco
inmunosupresor.

7. Sujetos inmunodeprimidos.

8. Sujetos afectados por cualquier enfermedad infecciosa aguda.
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9.

10.

11.

Sujetos afectados de cualquier enfermedad sistémica que puede empeorar el
pronostico si se produce algun efecto adverso (pacientes con diabetes mal
controlada que presenten retinopatia o vasculopatia periférica, hipertension severa
o enfermedad grave). Las descompensaciones puntuales de la diabetes ligadas al
estrés inducido por la lesién o cirugia no se consideraran criterio de exclusion.
Sujetos que forman parte del equipo investigador: investigadores, colaboradores,
personal de enfermeria, trabajadores del centro o cualquier otra persona
directamente relacionada con el desarrollo del protocolo.

Sujetos con incapacidad mental o barreras idiomaticas que impiden la adecuada
comprension del formulario de consentimiento informado o la cooperacion o

disposicion necesarias para cumplir los procedimientos del estudio clinico.

5.3. Criterios de retirada de los sujetos

Los sujetos pueden retirar su consentimiento para su participacion en cualquier momento

sin perjuicio. Adicionalmente, el investigador puede retirar a un sujeto si, segun la opinion

clinica del investigador, esta en el mejor interés del sujeto o si el sujeto no puede cumplir

con los requisitos del protocolo.

Si no se logra un cierre completo de la herida en el plazo de 40 dias, la participacion en

el ensayo finalizara y el investigador decidird como continuar el tratamiento.

El promotor puede interrumpir el protocolo en cualquier momento. Los motivos para

detener el estudio pueden incluir, pero no se limitan a los siguientes:

Incidencia inaceptable de acontecimientos adversos.

Recogida de datos inadecuada o imprecisa. En este caso los datos recogidos hasta
el momento de la retirada no podran ser utilizados en el analisis de resultados.
Estos pacientes podran ser sustituidos por otros hasta alcanzar el nimero estimado
de reclutados.

Pacientes que no acudan a las visitas del estudio. Estos sujetos tendran recogida
de datos hasta el momento de su retirada que seran utilizados para el analisis de

resultados y no podran ser sustituidos por otros pacientes.
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Fracasos de seleccion:

e Se consideran fracasos de seleccion los casos de pacientes que firmen el
consentimiento informado pero abandonen o sean retirados del estudio antes de la
administracion del tratamiento en estudio.

e Inclusion inadecuada de sujetos.

Estos sujetos no tendrén recogida de datos pero si serdn contabilizados y podran ser
sustituidos por otros hasta alcanzar el nimero estimado de reclutados.

5.4. Duracion aproximada del periodo de reclutamiento

El periodo de inclusion de pacientes se estima en 12 meses a partir del inicio del estudio.

El periodo de seguimiento de los pacientes es de un afo.

6. TRATAMIENTO DEL PACIENTE

Los pacientes con quemaduras de espesor parcial y completo requieren un tratamiento
quirdrgico para su curacion, llevandose a cabo en quirdfano y generalmente con anestesia
general (salvo pequefias quemaduras muy localizadas) el desbridamiento de la quemadura
y su cobertura mediante IPPA. Tras la obtencion de los injertos mediante dermatomo

eléctrico se procede a su tratamiento.

La obtencién de PRP y PRGF se llevara a cabo durante el tiempo necesario para realizar
el desbridamiento quirdrgico de la quemadura y su cobertura mediante IPPA obtenido de

la zona donante.

Para el tratamiento de la zona donante se aplicaran de forma topica las tres formas de
tratamiento (tratamiento habitual mediante apésito primario, PRP + apdsito primario y
PRGF + aposito primario) sobre un area de 112,5 cm2 de la zona donante de IPPA. Se
dividiria por tanto dicho area en 3 partes de 37,5 cm2 cada una, totalmente diferenciadas
(A, By C) y separadas por piel integra para evitar posibles interferencias, aplicandose
una opcion terapéutica en cada una de ellas siguiendo un sistema de aleatorizacion
previamente establecido. El resto de zona donante del paciente (si la hubiera) estara fuera
del objetivo del estudio y se tratard segin la forma habitual. El aposito secundario

consistird en cobertura con compresas y vendaje tipo crepé.
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Posteriormente el paciente serda sometido al seguimiento habitual establecido para este
tipo procedimientos, con visitas sucesivas hasta la total epitelizacion y estabilizacion de
sus lesiones, tomandose fotografias macroscopicas en cada una de ellas. La primera visita
se llevara a cabo el 3° dia postoperatorio y las siguientes cada 2-3 dias hasta la
epitelizacion completa de las lesiones. Se continuara con visitas al mes, 3 meses, 6 meses
y 12 meses postoperatorios dado el largo tiempo de evolucién de la cicatrizacion,
realizandose en cada una de ellas la evaluacion de la calidad de cicatrizacion.

Cualquier medicacion que se considere necesaria para el bienestar del paciente y que
presumiblemente no interfiera en la evaluacion de la medicacion del ensayo puede ser

administrada segdn el criterio del investigador.

7. PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
7.1. Seleccién / nivel inicial

Visita de seleccion

Se debe obtener el consentimiento informado (Cl) antes de realizar cualquier
procedimiento relacionado con el ensayo. Es posible firmar el formulario de

consentimiento informado por adelantado al fijar la fecha de tratamiento.
Durante la seleccion se deben obtener los siguientes datos:

- Firma del consentimiento informado.

- Revision de criterios de inclusion y exclusion.

- Antecedentes médicos de hasta cinco afios antes del inicio del estudio y sucesos
médicos importantes.

- Documentacion de la medicacién habitual tomada por el paciente.

- Parametros analiticos de hematologia y hemostasia.

- Datos demogréaficos (sexo, edad, raza, tipo de piel segun la clasificacion de
Fitzpatrick 1-V1).

- Prueba de embarazo en orina en el caso de mujeres que puedan quedarse

embarazadas.

Se concertara fecha para la intervencion quirurgica o se realizara el mismo dia segun

valoracion del cirujano.
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En el caso de pacientes de urgencias incapacitados para la comprension y firma del
consentimiento informado, serd un representante legal del mismo quien firme en su
nombre. Todos los pacientes que hayan firmado el CI se deben incluir en el registro de

seleccion.

Aquellos sujetos, que una vez hayan firmado el Cl, pero no cumplan con los criterios de
inclusion, seran retirados del estudio y sustituidos por otros sujetos hasta alcanzar el

numero de sujetos necesarios para el estudio.

7.2. Periodo del estudio

Cirugia (dia 0):

Procedimientos necesarios previos al tratamiento con PRP y PRGF:

- Comprobacion de los criterios de inclusion y exclusion.

- Debe estar disponible una prueba de embarazo negativa de las mujeres con
posibilidad de quedarse embarazadas.

- Seleccidn de la zona de estudio y marcado en representacion gréfica del cuerpo
humano proporcionado en papel y que se adjuntara al expediente del paciente.

- Fotografia macroscépica de la zona de estudio.

- Seleccion de la zona de estudio por criterio del cirujano principal y aleatorizacion
de la parte que va a recibir el PRP, PRGF o tratamiento habitual.

- Obtencién del IPPA, desbridamiento de la quemadura y su cobertura.
Aplicacién de PRP, PRGF y tratamiento habitual.
En este dia también se cuantificaran las variables hematoldgicas de cada muestra.

La determinacion de la concentracion de los factores de crecimiento se llevara a cabo una
vez finalizado el proceso de reclutamiento, mediante la cuantificacion de estos en las
muestras congeladas de cada uno de los pacientes del estudio que han sido almacenadas
a lo largo del proceso de reclutamiento, mediante la utilizacion de kits de anticuerpos
disefiados con dicho fin.

24



Periodo de curas: dias 3,5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26 y 29 (+ 2 dias)

Durante este periodo se realizaran las evaluaciones de eficacia del tratamiento, mediante
la valoracion de la tasa de epitelizacion, de infecciones y dolor durante las curas, para lo

cual:

- Todas las visitas deben ser realizadas en el centro donde se lleve a cabo el estudio
clinico.

- El personal responsable de la cura debe realizar al menos una fotografia
macroscopica de la zona de estudio, registrando fecha de la misma y utilizando el

equipo (camara digital) designado para dicho fin.

Ademaés debe realizarse la documentacion de acontecimientos adversos (evaluacion de la

seguridad).

En las visitas del 3° y 5° dia postoperatorio solo se realizard cambio de apdsitos
secundarios, salvo si se evidenciase saturacion de aposito primario o signos de
complicacion, en cuyo caso se realizard cambio de aposito primario. En las sucesivas

visitas se llevara a cabo cambio de apositos primarios y secundarios.

Si después de 29 dias + 2 dias alguna zona de estudio no ha cerrado, el tiempo de curas
se alargara hasta que todas las partes estén completamente cerradas. El paciente volvera

a ser citado para ello.

También debera realizarse la evaluacion de seguridad (tolerabilidad de los tratamientos)

y su registro durante este periodo.

El final del periodo de evaluacion se define como el dia en el que se observa por primera
vez una cicatrizacion completa de la herida. A partir de ese momento no se realizaran méas
visitas de evaluacion hasta la primera visita de seguimiento el dia 30 postoperatorio. Si
no se logra un cierre completo de la herida (no epitelizacion completa de la herida, con
areas cruentas remanentes) en el plazo de 40 dias, la participacion en el ensayo finalizara

y el investigador decidird como continuar el tratamiento.

Periodo de valoracion de la calidad de cicatrizacion: 1, 3, 6 y 12 meses tras la

intervencion quirurgica

En cada una de las visitas con los pacientes durante este periodo se realizaran fotografias

macroscépicas de la cobertura obtenida de las zonas de estudio, y se realizaran las
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evaluaciones subjetiva de calidad de cicatrizacion y satisfaccion del paciente mediante
las escalas VSS y POSAS, y evaluacién objetiva mediante dispositivo Cutometer MPA
580 Dual.

Por razones préacticas para la programacién de estas visitas, es aceptable un periodo
ventana de 14 dias a partir de los tres meses y hasta los doce desde el dia de la intervencion

quirdrgica.

8. EVALUACIONES

La hipotesis de este estudio es que el tratamiento con plasma rico en plaquetas y sus
derivados favorece la cicatrizacion y disminuye la morbilidad de las zonas donante de
injerto autdlogo de piel parcial en comparacién con otras opciones terapéuticas

disponibles en la actualidad.

Aunque el estudio es abierto para cirujano principal que lleve a cabo la intervencién
(puesto que conoce la localizacion de los tratamientos), la evaluacién de la eficacia,
seguridad y el resto de criterios de valoracién se realiza de forma enmascarada, de forma

que sera una evaluacién imparcial con respecto al tipo de régimen terapéutico.

Para evitar sesgos, se designara un tnico Evaluador quien llevara a cabo las evaluaciones
durante todo el periodo de estudio. Ademas, el Evaluador debera someterse a un
entrenamiento previo basado en fotografias de las cicatrices y de la herida durante las
curas de pacientes quemados. En caso de imposibilidad de su asistencia, habra designada

una segunda persona para llevar a cabo la evaluacion de los sujetos.
Documentacion fotografica:

Durante todo el periodo de estudio se tomaran fotografias por el personal autorizado del
centro. Las fotografias seran llevadas a cabo por un Gnico equipo (cdmara digital) para la
documentacion fotogréafica.

- En cada fotografia tomada, al lado de la herida debera aparecer una regla.
- El dia 0 (después de la aleatorizacion) y cada vez que se realicen las curas se
tomaréan fotografias macroscopicas. Estas deben centrarse en la propia zona de

estudio.
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- Las fotografias seran cargadas en el CRD individual de cada paciente por un

miembro del equipo del centro del ensayo.
Evaluacion de la eficacia:

La eficacia del tratamiento estara determinada por la magnitud del beneficio obtenido en

términos de promocion de la cicatrizacion, medida mediante:
- Tiempo de cicatrizacion total en dias, objetivado por el observador.

Esta evaluacion se realizara por el Evaluador durante el periodo de curas (dias 8, 11,

14,..., hasta la epitelizacion total).

Ademas se documentara cada una de estas visitas con fotografias macroscopicas de la

zona de estudio.
Evaluacion de la seguridad:

La evaluacion de la seguridad se llevara a cabo durante todo el periodo de evaluacion y

medira;

- Tolerabilidad, medida como la observacién de procesos inflamatorios, efectuada
por los investigadores y los pacientes en cualquier momento durante el periodo de
estudio.

- Tasa de acontecimientos adversos.
Evaluacién de la eficiencia:

Las evaluaciones de eficiencia de los tratamientos comienzan desde el dia 0 y contindan
durante el periodo de curas (dias 3, 5, 8, 11, 14,..., hasta la epitelizacion total). Por
motivos précticos y para permitir evaluaciones adicionales es aceptable un periodo
ventana de dos dias a partir del dia 14.

El Evaluador sera el encargado de realizar la evaluacion de la eficiencia mediante medida
de:

- Dolor: objetivado por el paciente durante el manejo de la zona donante de piel en
las sucesivas visitas de seguimiento hasta la epitelizacion completa, para su
medicion se utilizara la escala visual analdgica.

- Tasa de infeccidn: de las distintas opciones terapéuticas empleadas, objetivadas

por el observador.

27



Estas medidas se realizaran para cada una de las zonas de estudio, de forma que permitan

su posterior andlisis por comparacion intraindividual.
Evaluacion de la calidad de la cicatrizacion:

Se llevard a cabo la calidad de la cicatriz resultante durante las visitas de seguimiento a

los 30 dias, 3, 6 y 12 meses mediante:

- CUTOMETER MPA 580 DUAL.
- Escala de Vancouver.

- Escala del Observador y Paciente para Evaluacion de Cicatrices.
Evaluacion de parametros relacionados con el producto (PRP Y PRGF):

La cuantificacion de las variables hematoldgicas de cada paciente se llevara a cabo el dia
0 de cirugia, mediante una muestra obtenida de la sangre extraida para el procesamiento
del PRP y PRGF.

La determinacion de la concentracién de los factores de crecimiento se llevara a cabo una
vez finalizado el proceso de reclutamiento, mediante la cuantificacion de estos en las

muestras congeladas de cada uno de los pacientes del estudio.
Evaluacion de los Acontecimientos Adversos:

Los investigadores evaluaran la aparicion de acontecimientos adversos documentados en

la historia clinica y en el formulario de acontecimientos adversos.

Los acontecimientos adversos se resumiran y se proporcionaran en forma de listas de
datos. Los términos literales se codificaran utilizando la version actual de Medical
Dictionary for Regulatory Activities (MedDRA), siguiendo el sistema de 6rganos y los
términos de preferencia. Para cada término preferente se calcularan el numero de
acontecimientos y los recuentos de frecuencia y porcentajes para cada paciente. Se
realizaran analisis separados utilizando la severidad, la gravedad, la relacion lo la
medicacion del ensayo clinico y la aparicion de una reaccién en el lugar de aplicacion. La

intensidad de los AAs se clasificara segun la CTCAE.

Adicionalmente se analizaran por separado las reacciones en el lugar de aplicacion, en

general para cada paciente y de forma diferenciada segun el tratamiento.
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9. METODOS ESTADISTICOS Y DETERMINACION DEL TAMANO DE
MUESTRA

9.1. Calculo del tamafo muestral

En cuanto al tamafio muestral necesario, se ha calculado que para un valor estimado de la
diferencia media en tiempo de cicatrizacion entre el tratamiento habitual y cualquiera de
los dos nuevos de 2 dias, con una desviacion tipica de 3 dias en el tiempo medio de
cicatrizacion, serian necesarios 32 pacientes para alcanzar una potencia estadistica del
80% tomando una significatividad 0=0.05. Asumiendo un 10% de pérdidas el tamafio

muestral final seria de 35 pacientes.
9.2. Analisis estadistico

Los datos se resumiran mediante la media y la desviacion tipica en el caso de variables
continuas y mediante frecuencias relativas y absolutas en el caso de variables categdricas.
Todos los analisis se realizaran mediante el software R (version 3.2.2). Se consideraran
significativos los p valores < 0.05.

10. ETICA
10.1. Realizacion ética del estudio

Este estudio se realizara de acuerdo con la Declaracion de Helsinki sobre principios éticos
para la investigacion médica en sujetos humanos. Ademas, el estudio se realizara de
acuerdo con el protocolo, buena practica clinica (BPC) de acuerdo con las directrices de
la conferencia internacional sobre armonizacién (ICH) y los requisitos normativos para
las instituciones participantes. El estudio se realizara segun un protocolo revisado por un
CEIC/CEIm; el estudio se realizara por personas cientifica y médicamente cualificadas;
los beneficios del estudio estan en proporcidn con los riesgos; se respetaran los derechos
y el bienestar de los sujetos; los médicos que realizan el estudio no encuentran que los
riesgos superen los posibles beneficios y cada sujeto facilitara su consentimiento

informado sin coaccion.
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10.2. Consentimiento e informacion al paciente

El investigador presentara un modelo de consentimiento informado apropiadamente
realizado, por escrito, en cumplimiento con la buena practica clinica segun las directrices
de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH) y los requisitos legales segln
establece la legislacion vigente al CEIC/CEIm para su revision y aprobacion antes de
iniciar el estudio. Antes de introducir sujetos en el estudio, se revisard una copia de
consentimiento informado aprobado por el CEIC/CEIm con el posible participante, y se
firmara y fechard. El investigador proporcionara una copia del formulario de
consentimiento informado firmado de cada sujeto y conservara una copia en el archivo

del estudio del sujeto.
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