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RESUMO
Pacientes diabéticos apresentam elevadas possibilidades de surgimento de úlceras nos pés, as quais reduzem qualidade de vida e podem precipitar a amputação de um membro ou parte dele. Ulceras diabéticas de extremidades ocorrem em aproximadamente 15% de pessoas com diabetes e são principal causa de hospitalização e amputação; com elevado custo financeiro ao sistema de saúde. Buscar novos procedimentos / tratamentos para acelerar e melhorar o processo cicatricial se faz de grande valia para a qualidade de vida do paciente além de trazer grande impacto socioeconômico a população. Com isso em mente, o presente estudo visa avaliar os efeitos da associação de agentes eletrofísicos associado a síntese verde de nanopartículas de prata no tratamento de feridas de pacientes diabéticos. Para tanto, pacientes diabéticos de ambos os sexos com idade entre 50 e 80 anos, apresentando feridas crônicas de grau 2, serão randomizados em 4 grupos a saber: (i) controle (tratamento convencional); (ii) protocolo eletrofísico (terapia de alta frequência + ultrassom terapêutico pulsado + microcorrente + irradiação por laser); (iii) gel contendo síntese verde (aloe vera) nanoparticulas de prata e (iv) protocolo eletrofísico + gel contendo síntese verde (aloe vera) nanoparticulas de prata. O grupo controle terá o tratamento convencional / padrão: assepsia local com soro fisiológico associado a celulose (hidrogel). Já o grupo tratado com aparelhos eletrofototérmico (alta frequência, ultrassom pulsado, irradiação por laser) serão submetidos há um protocolo com frequência de 2 vezes por semana, durante 16 semanas, totalizando 32 sessões (o tamanho amostral será determinado por estudo piloto).Nos tempos pré e após as sessões 1,8,16, 24 e 32 ocorrerão as análises de escala numérica de dor (NRS); qualidade de vida (DQOL-Brasil); tempo de cicatrização (através do percentual da retração da ferida) e analise termográfica. Análises bioquímicas e moleculares serão realizadas através do conteúdo do exsudato da ferida. Nesse material serão avaliados RNA mensageiro de fatores de crescimento por PCR em tempo real, expressão de citocinas, metalopreotinases e glutationa reduzida (GSH) por ELISA e capacidade antioxidante total (método trolox) por colorimetria. Acreditamos que uma intervenção terapêutica de agentes eletrofisicos associados a nanoprata com Aloe Vera posso reduzir o tempo de fechamento da ferida diabética e a qualidade da cicatrização, gerando qualidade de vida aos pacientes, diminuindo os impactos socioeconômicos do problema de saúde e menores custos aos setores público e privado.
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INTRODUÇÃO
O diabetes mellitus (DM) é uma das doenças crônicas de maior preocupação da saúde pública mundial por ser uma das razões principais para ferimentos crônicos não cicatrizantes, configurando entre as complicações mais prevalentes nesses pacientes. Pessoas com DM apresentam elevadas possibilidades de surgimento de úlceras nos pés, as quais reduzem qualidade de vida e podem precipitar a amputação de um membro ou parte dele. Estimativas mostram que aproximadamente 50 a 70% de todas as amputações de membros ao redor do mundo são decorrentes de ulceras de pés diabéticos (Vijayakumar et al., 2019). Ulceras diabéticas de extremidades ocorrem em aproximadamente 15% de pessoas com diabetes e são principal causa de hospitalização e amputação (Vijayakumar et al., 2019). O pé diabético é uma complicação da diabetes caracterizada por uma ferida (úlcera) nos membros inferiores agravada por uma infecção, mas também pode englobar qualquer alteração de origem neurológica, ortopédica ou vascular que afete essa região do corpo e de difícil cicatrização (Schaper et al., 2020). 
 Estimativas do Atlas do Diabetes do IDF (International Diabetes Federation) apontam que o DM acomete mais de 537 milhões de adultos com idade entre 20 e 79 anos, representando 10,5% da população mundial nessa faixa etária (International Diabetes Federation, 2021). O Brasil é o sexto país em incidência de diabetes no mundo e o primeiro na América Latina -- são 15,7 milhões de pessoas adultas com esta condição, e a estimativa é que, até 2045, a doença alcance 23,2 milhões de adultos brasileiros (International Diabetes Federation, 2021). Devido ao desafio no manejo clínico de lesões crônicas associadas aos elevados custos ao sistema de saúde, este cenário suscita medidas urgentes de controle e prevenção da doença. Neste interim, medidas para acelerar e melhorar o processo de cicatrização são de grande valia.
Em tecido saudáveis, a cicatrização é descrita em quatro estágios sobrepostos e precisamente coordenados: homeostase, inflamação, proliferação e remodelação. A resposta imediata de hemostasia com a agregação, degranulação de plaquetas e a formação de um coágulo de fibrina, ocorre a transição para a fase inflamatória, com vasodilatação e aumento da permeabilidade vascular, o que promove quimiotaxia de neutrófilos, seguidos por monócitos e linfócitos. Essas células inflamatórias são atraídas para o local da lesão por citocinas, incluindo TGFβ e PDGF (Singer e Clark, 1999; Guo e Dipietro, 2010).  Os neutrófilos aderem à parede do endotélio mediante ligação com as selectinas (receptores de membrana) e auxiliam na limpeza da área lesada produzindo radicais livres (essenciais para proteger o organismo contra bactérias invasoras e outros microrganismos) (Yager et al., 2007). É durante a fase inflamatória que ocorre a maior produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) através da bomba respiratória, estimulada pela migração de neutrófilos e macrófagos (Kanta, 2011).  Os macrófagos com fenótipo pró inflamatório (M1) migram para a ferida de 48 a 96 horas após a lesão, essa migração celular continua o processo de fagocitose e promove o término do desbridamento iniciado pelos neutrófilos, aumentando a secreção de citocinas (Kanta, 2011). Após a fagocitose, os macrófagos assumem o fenótipo anti-inflamatório (M2), afim de promover a angiogênese, fibroplasia e síntese de matriz extracelular (MEC), fundamentais para a transição na fase proliferativa (Broughton2nd et al., 2006). Em pacientes diabéticos, a hiperglicemia crônica e o estresse oxidativo modificam a epigenética dos macrófagos, o que resulta na alteração desregulada de fenótipo e a permanência do macrófago M1 no tecido (um dos maiores responsáveis pela estagnação do processo regenerativo). Consequentemente, essa função prejudicada dos macrófagos estimula a expressão sustentada de citocinas pró-inflamatórias, e promove um déficit na expressão de fatores de crescimento, inibindo a proliferação de queratinócitos e fibroblastos (Loots et al., 1998). Fatores como a hipóxia decorrente da glicação da hemoglobina, estreitamento dos vasos sanguíneos e complicações endoteliais, agravam a disfunção de macrófagos e neutrófilos (Loots et al., 1998). Estes eventos biológicos promovem uma fase inflamatória persistente, com níveis elevados e sustentados de citocinas pró-inflamatórias, como IL-1β e TNF-α, impedindo a formação do tecido de granulação e progressão para a fase proliferativa (Loots et al., 1998).
Em tecidos de pessoas saudáveis o término da liberação de citocinas pró-inflamatórias acontece cerca de 4 dias após a lesão, nesta etapa temos liberação de citocinas anti-inflamatórias (interleucina-10/ IL-10 e Interleucina/ IL-4) que estimulam o início da fase proliferativa (Clark, 1996).  A fase proliferativa ou de granulação, é caracterizada pela reepitelização da epiderme e pelo reparo da camada dérmica ou mesenquimal subjacente, ocorrendo em quatro etapas fundamentais: epitelização, angiogênese, formação de tecido de granulação e deposição de colágeno. A derme é restaurada por fibroblastos invasores e proliferantes que sintetizam e secretam proteínas da matriz extracelular embrionária e também liberam fatores de crescimento como TGF-β1 (Clark, 1996). 
Durante a fase proliferativa do reparo da ferida, os fibroblastos produzem elastina, fibronectina, glicosaminoglicana e proteases, estas responsáveis pelo desbridamento e remodelamento fisiológico (Winkle, 1967). A parte final da fase proliferativa é a formação de tecido de granulação. Os fibroblastos dos tecidos vizinhos migram para a ferida, porém precisam ser ativados para sair de seu estado de quiescência (Winkle, 1967). O fator de crescimento mais importante na proliferação e ativação dos fibroblastos é o PDGF, em seguida é liberado o TGF-β e FGF que estimula os fibroblastos a produzirem colágeno do tipo I e a transformar-se em miofibroblastos, os quais promovem a contração da ferida (Barrientos et al., 2008). Na cicatrização de pessoas com DM, a reepitelização é afetada devido à sustentação da inflamação que impede a expressão de marcadores que estimulam a migração de queratinócitos (Patel et al., 2019). 
Na fase de maturação ou remodelamento, ocorre a deposição de colágeno de forma organizada. O colágeno que é produzido de forma inicial apresenta espessura com menor diâmetro do que o colágeno existente na pele normal. Durante a fase de remodelação, a formação de tecido de granulação cessa, devido a apoptose das células responsáveis (Profyris et al., 2012). Com a maturação da ferida, a composição da matriz extracelular sofre alterações. O colágeno tipo III depositado durante a fase proliferativa é lentamente degradado e substituído por colágeno mais forte, tipo I. Este tipo de colágeno é orientado como pequenos feixes paralelos, que diferem drasticamente da orientação tecidual do colágeno presente na derme normal. Em direção aos estágios finais da cicatrização, a ferida sofre uma resposta contrátil através da ação dos miofibroblastos. Em virtude de seus múltiplos pontos de ligação ao colágeno, essas células ricas em actina contraem e reduzem a área da superfície da cicatriz (Gurtner, 2007). O sucesso do reparo tecidual ocorrerá quando houver equilíbrio entre a síntese da nova matriz e a lise da antiga, o que não ocorre na DM (Lorena et al., 2002). A maturação do tecido é afetada principalmente pelo aumento significativo de metaloproteinases na ferida diabética, o que provoca a degradação excessiva de componentes saudáveis da MEC, com concomitante acúmulo errôneo de colágeno e variação na proporção dos tipos de colágeno, resultando na formação de um tecido com pouca função, incapaz de suportar carga ou tração. Esta inflamação persistente ocorre devido a uma resposta imune inadequada que estimula a migração excessiva de células inflamatórias, com consequente aumento nos níveis de citocinas pró inflamatórias, alta concentração de proteases e baixos níveis de fatores de crescimento (Patel et al., 2019).
 Por apresentar processo cicatricial lento associado a potenciais complicações como a ocorrência de infecções, o tratamento de feridas é um assunto de interesse para muitos profissionais. Neste sentido, há crescente apelo para o desenvolvimento de propostas de tratamento que venham a contribuir para otimizar a recuperação da lesão, o que destaca a necessidade de desenvolver abordagens que estimulem os mecanismos bioquímicos e moleculares envolvidos na regeneração.  Com esse objetivo, recursos eletrotermofototerapêuticos, também conhecidos como eletrofísicos têm sido utilizados no processo de cicatrização. O método é composto pela aplicação sequencial e estratégica dos aparelhos de laser de baixa potência (Palmieri et al., 2020; Leyane et al., 2021; Vieceli et al., 2022), ultrassom pulsado (Palmieri et al., 2020; Vieceli et al., 2022), microcorrente (Yu et al., 2014; Nair, 2018) e alta frequência (Oliveira, 2011; Vieceli et al., 2022), Além de favorecer a formação de tecido e a deposição de nova matriz, estes métodos possuem fácil aplicabilidade clínica, se adequa a diferentes ambientes de saúde e é financeiramente acessível.
Estudos têm mostrados os efeitos do laser baixa potência (LPB) sugerindo que a mitocôndria é o principal alvo do LPB no tecido epitelial.  A literatura ponta para o aumento na atividade enzimática citocromo c oxidase (um cromóforo que tem propriedades de absorver a luz irradiada de um determinado comprimento de onda) bem como um aumento na síntese de ATP após irradiação de mitocôndrias isoladas (Palmieri et al., 2020; Leyane et al., 2021; Vieceli et al., 2022). Além disso, o laser de baixa potência é um recurso capaz de modular o processo inflamatório, reduzindo a ativação do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-B) e a expressão de citocinas pró-inflamatórias e reduzindo espécies reativas de oxigênio (Palmieri et al., 2020; Leyane et al., 2021; Vieceli et al., 2022). 
A terapia com ultrassom pulsado (USP) é frequentemente usada na reabilitação fisioterapêutica para regeneração de músculo e pele lesionados devido a seus efeitos fisiológicos térmicos e não térmicos. Os estímulos não térmicos de ultrasonicação são a principal via de ação do USP (Vieceli et al., 2022). Os efeitos da energia de baixa intensidade gerado pela USP pode promover o reparo de tecidos através da cavitação e do aumento da permeabilidade das membranas, estimula o transporte de substâncias de mensageiros secundários (como cálcio), estimula a angiogênese, ação anti-inflamatória e aumento do número de fibroblastos (Robertson e Baker, 2001). 
A microcorrente é uma corrente contínua, polarizada, que opera a uma intensidade muito baixa, gerando respostas fisiológicas adaptativas em benefício ao tecido lesionado, tal como aumento no fluxo sanguíneo local (Yu et al., 2014; Nair, 2018). Sua utilização aumenta a entrada de proteínas para o sistema linfático e acelera a absorção de líquidos do espaço intersticial, o que consequentemente contribui para o processo de reparação dos tecidos (Yu et al., 2014; Nair, 2018). Esta terapia é eficaz em inúmeras patologias e pouco invasiva quando comparada as demais técnicas empregando correntes terapêuticas. Estudos sugerem que o processo de cicatrização e regeneração dos tecidos é mediado por um fluxo de corrente elétrica, porém quando este tecido se encontra lesionado ocorre uma diminuição deste fluxo (bioimpedância elétrica), contribuindo de forma negativa no processo de reparação tecidual (Nair, 2018). Estudos têm demonstrados que intensidade de 100 a 500μA de microcorrente leva ao aumento no transporte de aminoácidos possibilitando o aumento de até 100% na síntese de adenosina trifosfato (Nair, 2018). 
O uso do aparelho de alta frequência é justificado pela capacidade de atuar como agente bactericida, pois o ozônio gerado age nos polissacarídeos e proteínas das bactérias, levando a um desequilíbrio na permeabilidade da membrana possibilitando a lise bacteriana com interrupção dos seus ciclos celulares (Oliveira, 2011). Em adição, os radicais livres de oxigênio liberados pelo ozônio atuam como oxidantes capazes de matar diretamente microorganismos (Néri et al., 2017). O ozônio é também considerado capaz de estimular o processo regenerativo e aumentar a ativação e migração de fibroblastos (Néri et al., 2017).   
Reconstruir a funcionalidade da pele após ferida continua sendo um desafio devido à complexidade do processo. A este respeito, nanopartículas biocompatíveis, ou simplesmente nanopartículas (NPs), que transportam e liberam drogas bioativas de forma controlada e sustentada podem melhorar significativamente a eficácia das terapias de feridas em comparação com os tratamentos atuais (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). Importantes aplicações da nanotecnologia estão sendo empregadas na área da saúde e o conhecimento básico da interação dos nanomateriais com as células e suas consequências biológicas estão evoluindo (Bhattacharya e Mukherjee, 2008). A utilização das nanopartículas no campo biomédico tem demonstrado interesse devido à sua: (1) estabilidade química; (2) facilidade de síntese e processo de fabricação; (3) biocompatibilidade genuína e não interferência com outros biomateriais (4) bioconjugação de superfície com sondas moleculares (5) propriedades ópticas marcantes e (6) baixa citotoxidade (Arunachalam et al., 2014). A administração tópica de drogas (fármacos) carregadas (associadas) com NPs permite um delivery ideal para a derme e melhora a eficácia dessa droga (Berthet et al., 2017). Por exemplo, a bioengenharia de materiais tem associado as NPs em biomateriais de reparo tecidual, representando um novo conceito em “curativos”. Modelos experimentais in vivo, ex vivo e in vitro foram desenvolvidos em ensaios pré-clínicos para avaliar os efeitos benéficos de curativos enriquecidos com nanoparticulados (Berthet et al., 2017). As NPs carregadas de drogas são ferramentas promissoras para o tratamento inovador de cicatrização de feridas, especialmente no que diz respeito às suas propriedades multifuncionais. Em adição, algumas nanoparticulas tem ações especificas que poderiam ser benéficas no processo de cicatrização, como por exemplo as NPs de prata que têm ação anti bactericida (Berthet et al., 2017). A prata sempre foi usada na forma de prata metálica, nitrato de prata, sulfadiazina de prata para o tratamento de feridas, queimaduras e várias infecções bacterianas. Composto a base de prata como a sulfadiazina de prata tem sido considerada como uma terapia padrão-ouro aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para a eficácia do tratamento de ferida (Barkat et al., 2018).  Mais recentemente a síntese verde de nanoparticulas tem ganhado notoriedade. O desenvolvimento de antimicrobianos tem como alternativa à base de plantas por meio da síntese verde (Bloukh et al., 2021).  A síntese verde é definida por utilizar princípios biológicos naturais como as plantas, bactérias e fungos para a síntese de nanopartículas, na substituição de reagentes químicos tóxicos (Jain et al., 2021; Asif et al., 2022). 
Entre os vários tipos de nanopartículas e sua estratégia de síntese, a síntese verde de nanopartículas de prata ganhou muita atenção nas indústrias biomédica, de imagem celular, cosméticos, entrega “delivery” de medicamentos, alimentos e agroquímicos devido às suas propriedades físico-químicas e biológicas únicas. As estratégias de síntese verde incorporam o uso de extratos vegetais, organismos vivos ou biomoléculas como agentes bioredutores e biocapeadores, também conhecidos como bionanofábricas para a síntese de nanopartículas. O uso da química verde é ecologicamente correto, biocompatível, não tóxico e econômico. Estudo de revisão de Jain e colegas lançaram luz sobre os recentes avanços na síntese verde e propriedades físico-químicas de nanopartículas de prata verde, considerando os resultados de estudos recentes aplicando diferentes técnicas de síntese (Jain et al., 2021). 
Elegante estudo de Bloukh e colegas promoveu a síntese da AgNP por meio da redução de nitrato de prata, induzida por biomoléculas da planta Lepidium sativum L, apresentando ação microbicida de amplo espectro, sendo uma alternativa para o tratamento de feridas. Visando a cicatrização de úlceras de pé diabético, Ruffo e colegas aplicaram nanoparticulas de prata obtida por síntese verde (extrato seco de folhas de oliveira de Camellia sinensisextrato) dissolvidas em um hidrogel biocompatível. Eles observara atividade antioxidante, anti-inflamatória e antimicrobiana, concluindo potencial uso para o tratamento de inflamações e infecções em feridas diabéticas e outras (Ruffo et al., 2022).
Muitas sínteses verdes têm sido testadas; aqui podemos citar algumas. A Melaleuca alternifolia, também conhecida como óleo da árvore do chá, que apresentou efeitos antimicrobianos e promove a cicatrização de feridas (Binshabaib et al., 2022); a curcumina, que apresentou ações antibacterianas, anti-inflamatórias e principalmente antioxidante (Liu et al., 2022); e a ALoe vera, que apresentou potente efeito microbicida em queimadura de segundo grau (Barkat et al., 2018) e efeitos antibacteriana dependente do tamanho da nanopartícula (Tippayawat et al., 2016).
O gênero Aloe (Família: Xanthorrhoeaceae) compreende mais de 500 espécies, sendo as mais conhecidas a Aloe vera. As espécies Aloe, além de seu amplo uso como ingrediente alimentar, têm sido intensamente exploradas na medicina tradicional por suas propriedades curativas e terapêuticas (Cardarelli et al., 2017). A Aloe tem sido usada para tratar feridas agudas desde a antiguidade. Muitos medicamentos são feitos a partir de seu tecido mucilaginoso, denominado gel de aloe vera, que é localizado no centro da folha. As propriedades biológicas do Aloe, como anti-inflamatórias, antimicrobianas, antitumorais e antioxidantes, bem como cicatrizantes, são sustentadas por numerosos estudos científicos in vitro e in vivo (Andrea et al., 2020). Essas propriedades podem ser atribuídas a vários compostos do perfil fitoquímico dos extratos de Aloe. Estudo do conteúdo fitoquímico da Aloe encontrou importantes moléculas como ácidos graxos (palmitoléico e linoleico), ácido fenólico (fenol, vanílico, homovanílico e protocatecuico) e esteróis (colestanol). Entre as espécies analisadas, aloe marlothii e aloe melanacantha foram as mais ricas em polifenóis totais, flavonóides e flavonóis (Cardarelli et al., 2017). 
Um elegante estudo de Andrea e colegas, 2020 visou completar os dados existentes na literatura com novas informações sobre a composição fitoquímica de algumas espécies de Aloe, com foco principal em carotenóides e ácidos graxos (Andrea et al., 2020). Entre as espécies analisadas, Aloe aculeata e Aloe ferox apresentaram o maior teor de carotenóides, sendo os principais pigmentos luteína e β-caroteno. Os ácidos linolênico e linoleico foram os principais ácidos graxos poliinsaturados encontrados em maior porcentagem em Aloe ferox, Aloe spectabilis e Aloe marlothii. Já a Aloe aculeata provou ser rica em ácidos graxos monoinsaturados. Espécies como Aloe arborescens e Aloe marlothii mostrou ter o maior potencial antioxidante (Andrea et al., 2020). 
Atualmente, a Aloe tem sido amplamente utilizado no tratamento de lesões cutâneas (destacando as causadas por queimaduras) devido às suas qualidades únicas como promotor de cicatrização de feridas e agente imunomodulador (Barkat et al., 2018). Existem inúmeras ações terapêuticas bem conhecidas do extrato de folhas de Aloe vera que beneficia um paciente queimado durante a contração da ferida. Por exemplo, facilita a penetração nos tecidos, dessensibiliza os tecidos lesados ​​para aliviar a dor da queimadura (como agente anestésico), tem ação anti-inflamatória e vasodilatadora, além de apresentar efeitos deletérios sobre uma variedade de bactérias, vírus, fungos, e assim por diante. A Manose-6-fosfato, que está disponível no gel de Aloe, aumenta a contração da ferida e a síntese de colágeno na cicatrização. As formulações compostas de manose são conhecidas por estimular a atividade dos macrófagos, o que desencadeia ainda mais a atividade dos fibroblastos e a síntese de colágeno (Barkat et al., 2018). 
A reparação e regeneração do tecido danificado envolve a formação de novo tecido conjuntivo e angiogênese durante a cicatrização (Mukherjee et al., 2019). Estudos recentes mostraram que a Aloe vera aumenta o conteúdo de colágeno no tecido de granulação com menores proporções de colágeno tipo I/tipo III (Chithra et al., 1998). Comparado aos agentes de cicatrização padrão, como sulfadiazina de prata a 1% e creme de ácido salicílico, o Aloe vera tem efeitos de cicatrização substancialmente mais rápidos em feridas de queimaduras de segundo grau em cobaias (Boudreau e Beland, 2006). Embora não totalmente compreendido, as evidências sugerem que o composto glucomanano da Aloe vera, rico em manose, afeta a atividade e proliferação celular dos fibroblastos (Hashemi et al., 2015). A interação dos componentes Aloe vera com os receptores do fator de crescimento consequentemente aumenta a síntese de colágeno e confere cicatrização. Além disso, o gel Aloe vera aumenta a expressão da superfície celular de integrinas beta 1, beta 4 e alfa 6 e E-caderina em linha celular de queratinócitos (HPEK) que impulsiona a migração celular e acelera a cicatrização de feridas (Moriyama et al., 2016). Além dos efeitos de cicatrização de feridas, a Aloe vera promove o reparo através da migração de células epiteliais, maturação do colágeno e inflamação (Rahman et al., 2017). No mais, o Aloe vera também é conhecido por promover a angiogênese em feridas abertas em ratos diabéticos tipo 2 através da administração oral, com aumento da produção de TGF-β1 e VEGF (Atiba et al., 2011). O conteúdo de beta-sitosterol do Aloe vera mostrou uma potente atividade angiogênica enquanto estimula a neovascularização (Radha e Laxmipriya, 2014). Por fim, um estudo mostrou que o Aloe vera pode afetar positivamente a cicatrização de feridas por aumentar a expressão das metaloproteinases (Tabandeh et al., 2014). 
Como já citado, para acelerar a cicatrização precisa-se estimular os processos biológicos envolvidos, principalmente acelerando a fase inflamatória e fase de reepitelização. A literatura científica tem mostrado que alguns aparelhos eletrofisicos tem desempenhado essa função. Porém, os efeitos do uso simultâneo e sequencial de todos os aparelhos eletrofísicos não tem sido estudado. Em adição, a infecção microbiana em feridas sempre foi um dos principais obstáculos em seu tratamento. No entanto, composto a base de prata como a a sulfadiazina de prata tem sido considerada como uma terapia padrão-ouro para a eficácia do tratamento.  Compostos bioativos têm sido amplamente utilizados para fins terapêuticos, destacando o uso de Aloe vera. Bem, assim parece plausível pensar em promissores resultados quando utilizamos em um só momento (simultaneamente) essas terapias que, isoladamente, mostraram efeitos tão benéficos. No presente projeto, utilizar nanoprata com Aloe vera é uma possibilidade totalmente viável, exequível, com grandes possibilidades terapêuticas e baixo ou nenhum efeito colateral. Acreditamos que uma intervenção terapêutica de agentes eletrofisicos associados a nanoprata com Aloe Vera posso reduzir o tempo de fechamento da ferida diabética e a qualidade da cicatrização, gerando qualidade de vida aos pacientes, diminuindo os impactos socioeconômicos do problema de saúde e menores custos aos setores público e privado.

OBJETIVOS
Geral:
Analisar os efeitos da aplicação de agentes eletrofísicos associados a nanoprata com Aloe vera no tratamento de feridas no membro inferior de pacientes diabéticos.

Específicos:
· Avaliar as características macroscópica de fechamento de ferida (em cm2), dor e qualidade de vida entre os grupos intervenção e controle; 
· Avaliar, através de coleta de material por exsudato, os níveis de citocinas pró-inflamatórias no tecido local;
· Avaliar, através de coleta de material por exsudato, os níveis estresse oxidativo no tecido local;
· Avaliar, através de coleta de material por exsudato, a expressão gênica de importantes fatores de crescimento relacionados com o processo cicatricial, TGF-1 beta, FGF e VEGF;
· Analisar qualitativamente por imagens termográficas infravermelhas a circulação sanguínea local dos membros inferiores dos indivíduos diabéticos nos períodos pré e pós tratamento. 


METODOLOGIA
População e desenho do estudo
Trata-se de um estudo longitudinal, clinico controlado conduzido para avaliar a diferença na redução da dimensão da ferida em pé diabéticos usando um protocolo inovador. O recrutamento dos sujeitos ocorrerá através de cartazes e divulgação nas unidades básicas de saúde do município de Juiz de fora, incluindo pacientes que serão abordados no ambulatório de feridas do hospital universitário (HU/UFJF). Participarão do estudo indivíduos de ambos os sexos com idade entre 20 e 70 anos. Após avaliação dos critérios iniciais de inclusão (que será realizado no setor de feridas do HU), os pacientes que manifestarem interesse no estudo serão convidados para reunião de explanação sobre a pesquisa (possivelmente na sala ambulatorial PPgS – HU), breve questionário básico sobre a ferida e assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Os pacientes recrutados serão separados em 4 grupos a saber: (i) controle (tratamento convencional); (ii) protocolo eletrofísico (terapia de alta frequência + ultrassom terapêutico pulsado + laser); (iii) gel síntese verde (aloe vera) de nanoparticulas de prata e (iv) protocolo eletrofísico + gel síntese verde (aloe vera) de nanoparticulas de prata

Critérios de inclusão e exclusão
Como critérios de inclusão serão utilizados os seguintes itens: (a) concordar em participar do estudo (assinar o termo de consentimento livre e esclarecido); (b) diagnóstico de diabetes tipo 1 ou 2; (c) apresentar feridas crônicas (feridas que não fecham após 6 semanas) e (d) ferida de grau 2, segundo a classificação de Wagner (DIABETIC FOOT ULCER CLASSIFICATION SYSTEMS, 2016), que é: neuropáticas e mais profundas, frequentemente penetrando no tecido subcutâneo, tem infecção, mas sem envolvimento ósseo, secreção purulenta, inflamação e celulite. 
Como critérios de exclusão os seguintes itens: ingerindo qualquer suplemento com auxílio na cicatrização, em procedimento pré e pós-operatório (exemplo impact diet); úlcera infectada acompanhada de celulite; osteomielite; recebeu ou vai receber radiação na duração do estudo; teve abuso do consumo constante de álcool 3 meses antes do início da pesquisa; diagnosticados com câncer; presença de feridas contendo tecido necrótico, esfacelo ou fibrinanecrose; e incapacidade do paciente em continuar comparecendo à clínica durante o follow-up. 

Intervenção:
Grupo controle 
Tratamento convencional / padrão: assepsia local com soro fisiológico associado a celulose (hidrogel).
Grupo intervenção 
 Os pacientes serão submetidos há um protocolo com frequência de 2 vezes por semana, durante 16 semanas, totalizando 32 sessões, conforme descrito abaixo. Um estudo piloto será realizado para calcular o tamanho da amostra – esse mesmo estudo piloto pode também auxiliar no ajuste do tempo (semanas) de tratamento. 
Protocolo de terapia de alta frequência:  será realizada na borda externa e interna da ferida, utilizando eletrodo de vidro preenchidos de um gás (Neônio). O gás dentro do vidro é excitado produzindo pequenas “faíscas elétricas” na face externa do eletrodo de vidro com consequente geração de ozônio. Frequência: 10 - 200 Hz ±10%, tempo de tratamento total: 10 minutos (5 minutos no início e 5 minutos no fim), intensidade de saída: 60% (Ibramed, São Paulo, Brasil). 
Protocolo com Ultrassom pulsado:  aparelho Sonopulse Compact 3 MHz com área efetiva de radiação de 7 cm2. O modo de emissão pulsado com frequência de repetição do pulso de 100 Hz, razão de pulso de 1/5 (20%) com dose de 0,6 W/ cm2 aplicado durante 10 minutos (Ibramed, São Paulo, Brasil).
Protocolo de Irradiação por laser:  o laser de baixa potência com comprimento de onda de 660 nm - AlGaInP de emissão contínua; potência de pico 30 mW; tamanho do feixe 0,066 cm²; dose de 2 J) da Laserpulse-Ibramed (São Paulo, Brasil). A irradiação será realizada de forma pontual ao redor da ferida, com a caneta laser perpendicular à pele a uma distância de 1 cm por ponto com duração dependendo do tamanho da ferida.

Síntese verde de nanoparticulas de prata a partir de Aloe vera
A síntese verde ocorrerá de acordo com protocolo publicado por Tippaywat e colegas (Tippayawat et al., 2016). O nitrato de prata, AgNO3 (Sigma-Aldrich Chemicals, EUA) e extrato vegetal de aloe vera serão usados ​​como materiais de partida. A solução de extrato de aloe vera será preparada com 50 gramas de folhas de aloe vera que serão lavadas com água deionizada e finamente cortadas em pedaços pequenos. As folhas de aloe vera picadas serão fervidas em 50 mL de água deionizada por 20 minutos e deixadas esfriar. O caldo de folhas resfriado será filtrado e armazenado em geladeira a 4°C. O extrato resultante será usado como uma solução de extrato de aloe vera.
Na preparação das amostras de AgNPs, AgNO3 (0,3 mol) será primeiramente dissolvido em 20 mL de água deionizada e misturado com 20 mL de solução de extrato de aloe vera sob agitação vigorosa em temperatura ambiente por 30 minutos. As misturas serão adicionadas a vasos selados revestidos de Teflon de 100 mL de capacidade (Parr, EUA), que fserão aquecidos e mantidos em várias condições de tempo e temperatura, e então resfriados gradualmente até a temperatura ambiente. Um precipitado cinza será coletado por filtração e lavado com água deionizada várias vezes, e finalmente seco ao ar a 60°C por 6 horas. A análise da fase cristalina do pó de AgNPs será realizada usando difração de raios X (DRX) (PW3710, Holanda) com radiação CuK alfa (D0:15406 nm). Os tamanhos de partículas e morfologia das amostras de AgNPs preparadas serão caracterizados usando microscopia eletrônica de varredura (MEV) (LEO SEM 1450VP, Reino Unido) e microscopia eletrônica de transmissão (TEM) (FEI 5022/22 Tecnai G2 20 STwin, CR). A absorbância UV visível das AgNPs será medida usando UV-1800 (Shimadzu, Japão).

Coletas
As coletas serão realizadas em todos os participantes do estudo no período pré-intervenção, e após as sessões 1, 8, 16 e 24 contemplando os grupos intervenção e controle. O estudo será realizado de acordo com os princípios da declaração de Helsinque e será previamente submetido ao comitê de ética de pesquisa com humanos do HU / UFJF. Todos os procedimentos de cuidados de limpeza e curativos da úlcera serão de responsabilidade da equipe do setor de feridas HU.

Desfecho primário
O tratamento induz maior retração (em percentual) da área da ferida de pé diabético quando comparado com tratamento convencional (controle).

Desfecho secundário
O tratamento proposto reduz dor, aumenta qualidade de vida, diminui o processo inflamatório, processo oxidativo e aumenta expressão gênica de importantes fatores de transcrição envolvidos na regeneração do tecido cutâneo.

Tamanho amostral
O cálculo do tamanho da amostra será realizado com base no desfecho primário, (percentual de retração da ferida), após estudo piloto (o estudo piloto pode também auxiliar no ajuste do tempo de tratamento). Será utilizado um valor alfa de 0,05 (5%) e um poder de 90%. O software G*Power 3 será utilizado para o cálculo.  

NRS (escala numérica de dor)
Aplicada ao término de cada semana no grupo intervenção e no período pré e após a coleta das sessões 1,8,16, 24 e 32 no grupo controle. 

Qualidade de vida: DQOL-Brasil  (Correr et al., 2008)
Aplicado no período pré e pós-tratamento. 

Tempo de cicatrização – Aspectos macroscópicos
Imagens digitais das feridas serão feitas na resolução: 3264 x 2448 pixels e analisadas pelo software IMAGEJ ® 1.51. As imagens das lesões serão obtidas em todos os participantes do estudo no período pré-intervenção, e após as sessões 1, 8, 16, 24 e 32, contemplando os grupos intervenção e controle, para verificação visual da evolução do processo de cicatrização e mensuração do tamanho delas (área, comprimento e largura) calculando a variação das áreas das feridas neste período em cm2. Essas mensurações serão feitas pelo mesmo pesquisador, sendo realizadas 5 mensurações de cada ferida e utilizado o valor médio. Serão obtidas imagens fotográficas com e sem splint ring (argola demarcadora de região da ferida). As fotografias serão transferidas para o software ImageJ para analises morfométricas e o cálculo do percentual de retração da ferida ocorrerá de acordo com estudo prévio (Velander et al., 2009).
O percentual de retração da ferida será calculado pela seguinte equação: 
a) Passo 1


b) Passo 2

Análise termográfica
Câmera termográfica FLIR C3-X, fabricada por A FLIR Systems, Inc, EUA. As imagens coletadas seguirão um padrão de distância de 60 cm do segmento lesado para todas as análises. As imagens coletadas serão analisadas pelo software thermofy medical platform for analysis of thermal images. A análise termográfica ocorrerá em 5 momentos: pré-intervenção, e após as sessões 1, 8, 16, 24 e 32. Para análise termográfica os sujeitos serão posicionados deitados em decúbito ventral ou dorsal (conforme a área da ferida), em sala climatizada com temperatura controlada padrão. A avaliação será realizada após um repouso de 10 minutos. 

Coleta do exsudato
Antes de coletar o exsudado, as úlceras serão limpas suavemente com surfactante ou tensoativo neutro, água e na sequência solução salina. O excesso de solução salina será enxugado com gaze. O pé do participante será colocado em uma posição gravidade - dependente e um disco papel de filtro (Unifil) será colocado na área mais exsudativa do leito da ferida com auxílio de uma pinça esteril. Quando totalmente saturado, o disco de papel será removido da úlcera e colocado em um tubo contendo 300L de tampão fosfato - salina contendo inibidor de protease (Roche Applied Science, Connecticut). Os tubos serão transportados em gelo para o laboratório (CBR), centrifugados a 14.000 × g por 10 min a 4°C e o sobrenadante será armazenado a -80°C para posterior análises.

PCR em tempo real
Para extração de material genético, imediatamente após a coleta, o material será imergido em tampão orgânico Trizol (250µL) e armazenado em freezer -20° graus até a extração de RNA. Em momento posterior, as amostras serão retiradas do freezer -20º e mantidas em temperatura ambiente até completo descongelamento. Em cada tudo plástico de 2 mL serão acrescentadas duas microesferas de aço inox (2,8 mm). Sob agitação do tipo Vórtex por 15 segundos, todo o material será removido do Swab e escovinha em seguida submetidos a uma rápida centrifugação. Após separar apenas o conteúdo líquido, cada amostra será mantida por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir a completa dissociação dos complexos nucleoproteícos.  
Em seguida, serão adicionados, 50 µL de clorofórmio às amostras, e essas homogeneizadas, e logo após incubadas a temperatura ambiente por 2-3 minutos. Para separação do conteúdo genético, ocorrerá a centrifugação das amostras a 10500 rpm por 15 minutos à 4°C, em seguida, a transferência do volume correspondente à fase aquosa, transparente, para outro tubo plástico. Para precipitar o RNA contido na fase aquosa será adicionado 125 µL de álcool isopropílico. Após agitação e incubar os tubos por 5 minutos em temperatura ambiente, as amostras serão centrifugadas a 10500 rpm por 10 minutos à 4°C.  
O sobrenadante será descartado por inversão do tubo e o RNA contido no pellet lavado com 500 uL de álcool etílico 70% e 100%. Após a centrifugação à 8400 rpm por 10 minutos o sobrenadante será descartado, e o pellet ressupenso em H2O mili-Q em um volume entre 15-30 µL de acordo com o tamanho do pellet. A concentração de RNA será determinada a um comprimento de onda de 230 nm utilizando o espectrofotômetro e o software Gene 5. Para a síntese de cDNA será realizado o cálculo para uma concentração final de 100 ng em um volume final de 20 µL utilizando enzima High Capacity MultiScribeTM Reverse Transcriptase, para cada amostra. Para realizar a reação de PCR as amostras serão diluídas para uma concentração final de 10ng/l. Para padronização do método de coleta utilizará primers para os genes endógenos GAPD, PPIA, 18s e e os fatores de transcrição VEGF, FGF e TGF-1 beta. 

Ensaio de imunoabsorção enzimática -  ELISA para marcadores inflamatórios
Para as dosagens das citocinas pró e anti-inflamatórias, glutationa reduzida (GSH) e metaloproteínases MM9 e MM2 será utilizado o método enzyme-linked immuno absorbent assay (ELISA) de captura seguindo as orientações (manual) do fabricante (R&D system, inc., Minneapolis, USA).

Determinação colorimetrica da capacidade antioxidante total (TAC) 
Para dosagem da TAC serão utilizados kits específicos (Merck, inc., Alemanha). Neste kit, o íon Cu2+ é convertido em Cu+ por pequenas moléculas e proteínas. O íon Cu+ reduzido quelata com uma sonda colorimétrica, dando um amplo pico de absorbância em ~570 nm, que é proporcional à capacidade antioxidante total. O kit fornece capacidade antioxidante em equivalentes de Trolox (variando de 4-20 nmol / poço). O Trolox, um análogo da vitamina E solúvel em água, serve como um padrão antioxidante.

Estatística
As analises estatísticas serão conduzidas utilizando-se o software SPSS (SPSS, versão 20). Os resultados de cada grupo serão testados quanto a normalidade por teste de Shapiro-Wilk e homogeneidade das variâncias por teste de Levene. Caso os resultados apresentem normalidade e igualdade de variância, os valores médios serão comparados por ANOVA, seguido de teste post hoc Tukey. Será adotado p<0,05 como critério de significância. 
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VIABILIDADE FINANCEIRA

	Característica
	Quantidade
	Preço da Unidade
	Valor Total

	microcorrente
	1
	R$ 841,56
	R$ 841,56

	ultrassom pulsado
	1
	R$ 1500,00
	R$ 1500,00

	Alta frequência
	1
	R$ 441,00
	R$ 441,00

	Laser
	1
	R$ 1.844,00
	R$ 1.844,00

	Analise termográfica ultravermelha
	1
	R$ 5.980,00
	R$ 5.980,00

	TNF-α
	2
	R$2.616,15
	R$5.232,30

	IL-10
	2
	R$2.616,15
	R$5.232,30

	MMP- 9
	2
	R$3.800,00
	R$7.600,00

	MMP- 2
	2
	R$3.800,00
	R$7.600,00

	Glutationa reduzida
	2
	R$3.800,00
	R$7.600,00

	Capacidade antioxidante total (TAC)
	1 kit – 100 análises
	R$2.884,00
	R$2.884,00

	PCR tempo real
	40 analises / gene 
	R$ 3.000,00
	R$ 9.000,00

	Síntese verde Nanoprata 
	3 L
	R$ 2.100,00
	R$ 2.100,00

	TOTAL
	
	
	R$ 57.855,16
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