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RESUMO 
 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória sistêmica crônica, de etiologia desconhecida 

que diminui a sobrevida e afeta significativamente a qualidade de vida na maioria dos pacientes por 

acometer o tecido sinovial resultando em produção excessiva de líquido, destruição da cartilagem, erosão 

óssea adjacente e dano aos tendões e ligamentos. Suas repercussões são potencialmente graves, não só 

pela morbidade associada à dor, à limitação funcional e à repercussão na qualidade de vida dos pacientes, 

mas por mortalidade maior em relação à população em geral. A Floresta Amazônica é a maior floresta 

tropical do mundo, centro de diversidade biológica, e possui um grande reservatório de novas moléculas 

bioativas e agentes fitoterapêuticos. Algumas espécies de plantas desta região vêm demonstrando ação 

antiinflamatória, antibacteriana e antifúngica. Este projeto analisou a ação do extrato de P. nuda no modelo 

de Artrite Induzida por Adjuvante Completo de Freund em Ratos Lewis. O extrato metanólico de P. nuda foi 

administrado por via oral aos ratos com Artrite Induzida por Adjuvante completo de Freund na dose de 

150mg/kg/semana durante 04 semanas consecutivas. A incidência e severidade da doença foram avaliadas 

por achados radiológicos e histológicos. Os resultados demonstraram grau de severidade da doença 

semelhante entre o grupo controle positivo e o grupo tratado com extrato de P. nuda comparado com o 

grupo tratado com a droga de referência. A histologia da articulação metatarsofalângica das patas dos 

animais dos grupos inoculados com ACF apresentaram manifestações artríticas na membrana sinovial 

quando comparados ao grupo controle negativo. O escore radiológico foi superior no grupo tratado com 

extrato de P. nuda. Estes achados sugerem que o extrato metanólico de P. nuda por via oral na dose de 

150mg/kg/semana não apresentou ação imunomoduladora na Artrite Induzida por Adjuvante nas condições 

locais. Este projeto é uma vertente dos Projetos CNPq universal: AÇAO DO EXTRATO DE Pouteria nuda 

INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS LEWIS (Doutorado) e FAPEAM universal AÇÃO DO GEL DE 

Pouteria nuda APLICADO PELA FONORESE EM ARTRITE INDUZIDA POR ADJUVANTE EM RATOS 

LEWIS (Mestrado), ambos já concluídos. 
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1. Introdução 
 

A artrite reumatoide (AR) é uma doença inflamatória sistêmica crônica, de etiologia desconhecida, 

que acomete primariamente o tecido sinovial. A AR diminui a sobrevida e afeta significativamente a 

qualidade de vida na maioria dos pacientes por acometer o tecido sinovial, proliferando de forma 

descontrolada e resultando em produção excessiva de líquido, destruição da cartilagem, erosão óssea 

adjacente e dano aos tendões e ligamentos 
(1)

. Suas repercussões são potencialmente graves, não só pela 

morbidade associada à dor, à limitação funcional e à repercussão na qualidade de vida dos pacientes, mas 

por mortalidade maior em relação à população em geral 
(2)

.  

Para aprimorar os conhecimentos acerca desta doença utiliza-se um modelo experimental, 

conhecido como artrite induzida por adjuvante (AIA), que foi inicialmente estabelecida por Pearson (1956) 

utilizando-se uma emulsão água-em-óleo para inocular diferentes linhagens de ratos. Desde então, a AIA 

tem sido extensamente utilizada como um modelo experimental para o estudo de processos imuno-

inflamatórios de doenças inflamatórias articulares em humanos, em particular a artrite reumatóide, assim 

como o rastreio e teste de novos agentes anti-artrite 
(3)

; 
(4)

. 

Os trabalhos sobre estudos terapêuticos experimentais contra a AR, segundo Okamoto et al. (2010)  

(5) e Durai et al. (2009) 
(6)

 , têm em comum a indução de uma inflamação crônica nas articulações de ratos 

através da injeção intradérmica de uma suspensão de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium 

butyricum em parafina líquida. Tal suspensão é conhecida como Adjuvante Completo de Freund 
(5)

. 

Substâncias químicas derivadas de animais, plantas e microrganismos, como bactérias e fungos, 

têm sido utilizadas para tratar doenças humanas desde o início da medicina 
(7)

. Extratos vegetais 

(bioprospecção) de produtos da Amazônia têm sido estudados com boas estimativas para aplicação na 

saúde humana. Algumas espécies de plantas desta região vêm demonstrando ação antiinflamatória, 

antibacteriana, antifúngica e hemolítica 
(8); (9); (10); (11)

. Dentro deste contexto, o extrato de Pouteria nuda 

Sapotaceae foi utilizado para testar in vivo a ação fitoterápica desta planta. Esta espécie não tem uso 

medicinal conhecido, porém estudos recentes indicaram atividade antimicrobiana 
(9)

 e hemolítica 
(11)

.  

O estudo radiológico de ratos com artrite induzida por adjuvante (AIA) constitui um método 

diagnóstico com respaldo na literatura. O envolvimento articular das patas dos ratos na AIA pode ser 

avaliado por imagens radiológicas, utilizando-se uma película de radiografia odontológica. Segundo Cai e 

colaboradores 
(12)

, leva-se em consideração a reabsorção da matriz óssea, a formação de novo periósteo, a 

erosão articular e a erosão óssea.  

Considerando o estudo da ação in vivo do extrato de Pouteria nuda no tratamento da artrite 

reumatoide induzida por adjuvante, foi proposto o estudo radiológico e histopatológico das patas dos 

animais em questão, como um meio de análise dos resultados obtidos a partir do uso do fitoterápico. 

Avaliando-se assim as seguintes alterações: reabsorção da matriz óssea, formação de novo periósteo, 

erosão articular e erosão óssea. 



 

 

2. Revisão de literatura 
  

2.1  Artrite Reumatoide 
 

Historicamente Artrite Reumatoide é entendida como uma condição clínica potencialmente grave, 

pela morbidade associada à dor, à limitação funcional e à repercussão na qualidade de vida dos pacientes 

(2)
. Ao longo dos anos a AR vem sendo estudada a fim de elucidar seus mecanismos imunopatológicos e 

ambientais.  

A partir de pesquisas sobre AR, da Silva Júnior e Rocha (2006) 
(13)

 definem-na como uma artropatia 

crônica inflamatória de maior prevalência e que mais causa invalidez, quer temporária, quer permanente, a 

qual possui muitos de seus mecanismos fisiopatológicos ainda por serem elucidados; e segundo a 

Sociedade Brasileira de Reumatologia a AR é uma doença autoimune de etiologia desconhecida, 

caracterizando-se por poliartrite periférica simétrica que leva à deformidade e destruição das articulações 

por erosão do osso e cartilagem. 

 

2.1.1 Diagnóstico 
 

A importância do diagnóstico precoce baseia-se no fato de ser uma doença bastante limitante e por 

acometer inúmeras articulações levando a diminuição de funcionalidade ao longo da sua evolução. O 

diagnóstico deve ser baseado na associação de uma série de sintomas e sinais clínicos, bem como 

marcadores sorológicos, fator reumatoide e o Anti-CCP (peptídeo cíclico citrulinado) 
(14)

; 
(15)

. Entre os 

antígenos citrulinados reconhecidos por auto-anticorpos estão a profilagrina, a filagrina e a vimentina 

servindo como base de diagnóstico 
(16)

. 

De acordo com o Colégio Americano de Reumatologia e a Liga Européia de Combate ao 

Reumatismo (EULAR), publicado em setembro de 2010 os novos critérios de Classificação da AR são: 

 

CRITÉRIOS DE CLASSIFICAÇÃO DA ARTRITE REUMATOIDE 
(17)

: 

 Domínios Pontos* 
Envolvimento articular 
1 articulação média grande 
2 -10 articulações médias – grandes 
4 -10 articulações pequenas 
> 10 articulações pequenas 

 
1 
2 
3 
5 

Sorologia 
Fator Reumatoide e Anti-CCP negativos 
Fator Reumatoide e/ou Anti-CCP baixos títulos 
Fator Reumatoide e/ou Anti-CCP altos títulos 

 
0 
2 
3 

Duração da Sinovite 
< 6 semanas 
< 6 semanas 

 
0 
1 

Provas Inflamatórias 
VHS** e PCR*** normais 
VHS e/ou PCR elevados 

 
0 
1 

* Para o diagnóstico são necessários 6 pontos (AR estabelecida); 
** VHS – Velocidade de hemossedimentação; 

*** PCR – Proteína C reativa. 



 

 

Os níveis de Proteína C reativa e Velocidade de Hemossedimentação são parâmetros 

frequentemente utilizados para demonstrar atividade inflamatória, e também são critérios para 

acompanhamento da atividade clínica da AR, estando mais elevados na maioria dos pacientes com AR ativa 

(18). O FR está quase sempre presente em pacientes com AR (cerca de 70%-90%), e seus níveis podem 

ser diretamente correlacionados à gravidade da doença 
(18)

. Porém, o FR não é específico, estando presente 

também em uma série de outras condições clínicas. Um exame bastante específico desenvolvido nos fins da 

década de 1970 é a dosagem dos anticorpos anti-CCP 
(18)

. Apesar de estarem presentes em apenas 67% 

dos pacientes com AR, segundo metanálise realizada em 2005 por Visser 
(19)

, o resultado positivo de sua 

dosagem possui alta especificidade (> 96%) para o diagnóstico de AR. Atualmente é considerado por muitos 

investigadores o marcador mais específico para o diagnóstico de AR, como demonstrado recentemente pelo 

estudo de Zhao et. al 
(20)

.  

 
2.1.2 Epidemiologia 

 

A prevalência da AR é estimada em 1% da população adulta e a maior incidência ocorre entre os 

35-65 anos. Está associada aos genes HLA-DR4 e HLA-DR1 (presente em 60% dos pacientes) 
(18)

 e apesar 

de não haver risco de vida, é uma doença que causa diminuição da qualidade de vida do paciente e leva a 

graves danos econômicos para a sociedade 
(21)

. No Brasil, um estudo multicêntrico verificou prevalência de 

AR do adulto variando de 0,2% a 1% 
(22)

. 

Segundo Abbas 
(23)

, a AR acomete mais mulheres do que homens, na proporção de 3:1 e sua 

incidência aumenta com a idade, tendendo a aparecer na quarta década de vida, com um pico de incidência 

na quinta década 
(21, 24)

. 

  

2.1.3  Manifestações Clínicas 
 

A AR instala-se de maneira insidiosa e progressiva, levando de semanas a meses até se 

estabelecer completamente. Os sintomas mais freqüentes podem ser: astenia, fadiga, mal estar, febre baixa, 

dores musculoesqueléticas vagas, rigidez e edema. As articulações mais frequentemente envolvidas são: 

punhos, metacarpofalangeanas (MCFs), interfalangeanas proximais das mãos (IFPs), metatarsofalangeanas 

(MTFs), ombros, e joelhos. Com a evolução do quadro, outras articulações podem ser afetadas entre elas: 

tornozelos, coxofemorais, cotovelos, interfalangeanas distais das mãos (IFDs), IFPs e IFDs dos pés, a 

coluna cervical, esternoclaviculares, cricoaritenoides e as sinoviais entre os ossículos dos ouvidos 
(1)

. 

Entre as manifestações extra-articulares mais comuns, portadores de AR podem apresentar nódulos 

subcutâneos, ceratoconjuntivite seca, acometimento pleural e pericárdico, além de vasculites 
(18)

. 

 
2.1.4 Tratamento Medicamentoso 

 

O início do tratamento precoce é fundamental para o controle e para prevenir incapacidade funcional 

e lesão articular, tendo como principal objetivo prevenir a perda de função bem como a diminuição da dor, 

maximizando a qualidade de vida desses pacientes 
(15)

.  



 

 

A sociedade Brasileira de Reumatologia em seu Projeto Diretriz para diagnóstico e tratamento da 

artrite reumatoide de 2002, demonstra que a cloroquina/hidroxicloroquina, sulfazalina e metotrexato são as 

drogas que detêm a melhor relação risco-benefício, sendo assim preferidas no início do tratamento.  

Drogas não esteroidais como o Infliximab potencializam o efeito do metotrexato na artrite 

reumatoide. A chamada terapia biológica têm ainda, efeito supressivo (não-curativo), com possível 

toxicidade, alto custo e inconveniência por tratar-se de proteínas necessariamente parenterais 
(25)

. 

 
2.1.5  Fitoterapia 

 

Drogas anti-inflamatórias convencionais (alopáticas) são a base do tratamento para uma variedade 

de distúrbios imunológicos, inclusive a artrite reumatoide
(26, 27)

, assim como os anti-inflamatórios não 

esteroidais e também as drogas de terapia biológica (como o anticorpo anti-TNF-α). No entanto, o uso 

destas drogas está associado a efeitos adversos graves, incluindo hemorragias gastrointestinais e  

cardiovasculares
(28)

. Devido aos efeitos colaterais e ao alto custo dos medicamentos anti-inflamatórios 

usados convencionalmente, os pacientes com artrite estão cada vez mais usando a medicina complementar 

e alternativa com base em plantas medicinais
(29, 30)

. No entanto, apesar do crescente uso e popularidade dos 

produtos à base de plantas medicinais no mundo ocidental
(30, 31)

, uma das principais limitações do seu uso é 

a informação escassa sobre seus mecanismos de ação e objetividade na avaliação da eficácia
(32)

. Isso 

também é umas das principais razões para o ceticismo em relação à medicina alternativa e complementar 

tanto por parte de leigos quanto por parte de profissionais
(28)

.  

Diferentes espécies de plantas têm ação antimicrobiana
(9)

, efeito leishmanicida, efeito analgésico, 

anti-inflamatório e antifúngico. Estudos com plantas como Harpagophytum procumbens (Garra do Diabo), 

Salix spp (Salgueiro), Copaifera L. (Copaíba) dentre outras, demonstraram ação antiinflamatória
(8); (33)

 assim 

como a espécie do gênero Pouteria, Pouteria campechiana, mostrou atividade antiinflamatória
(34)

. 

 
 

2.1.5.1 Indícios etnofarmacológicos da Pouteria nuda 
 

O gênero Pouteria possui aproximadamente 80 espécies. Quanto ao uso popular pode-se citar o uso 

como desinfetante, purgativo, vermífugo, afrodisíaco, na hemorragia e na disenteria
(35)

.  

Carneiro, et al. (2008) 
(9)

 estudou a atividade antimicrobiana in vitro e hemolítica de 12 espécies de 

plantas da biodiversidade Amazônica, entre elas, a Pouteria nuda (Elaeoluma nuda). Os compostos 

químicos dessas espécies apresentaram substâncias bioativas de alto interesse biofarmacológico como os 

terpenoides, flavonoides e saponinas. 

Os únicos trabalhos realizados com a espécie Pouteria nuda, também conhecida como E. nuda 

foram realizados em Manaus-AM. A coleta foi feita na Reserva Duke no ano de 2006 e sua exsicata está 

depositada no Herbário do INPA (Instituto Nacional de Pesquisas da Amazônia). 

O extrato obtido das folhas, galhos e cascas da planta tiveram um teor extrativo variando entre 7 e 

15%, onde o extrato das folhas apresentou o maior rendimento (15,86%)
(9)

.  



 

 

Para estabelecer a concentração inibitória mínima (MIC) foram testadas diferentes diluições de 

extratos de Pouteria nuda em sangue humano e estes, apresentaram atividade inibitória de agregação 

plaquetária de 97% em relação ao controle de aspirina
(9)

. 

 
2.1.5.2 Modelos experimentais (in vivo) 

 
Modelos experimentais são ferramentas que estimulam aspectos básicos da doença articular 

contribuindo para a compreensão da fisiopatologia e também para ensaios pré-clínicos de novas terapias 

medicamentosas
(36)

.  

Nenhum modelo animal representa verdadeiramente a doença humana, mas mimetizam vários 

aspectos da patologia podendo  ser usados como ferramentas para compreender  e elucidar seus 

mecanismos 
(37)

. 

O processo de erosão da cartilagem na AR permanece difícil de avaliar em pacientes. A biópsia 

sinovial é realizada na artrite precoce, mas amostras de lesão óssea e da cartilagem ficam disponíveis 

apenas no final da doença, após a substituição da articulação. Modelos, portanto, fornecem ferramentas 

valiosas.  

 
2.1.6  Artrite induzida por adjuvante (AIA) 

 
Um dos modelos experimentais mais convenientes para induzir artrite em ratos, camundongos e 

coelhos é o de inoculação de agentes imunogênicos como o Mycoplasma arthritidis, Mycobacterium 

butyricum e o Mycobacterium tuberculosis. O microorganismo migra para as articulações e estabelece uma 

infecção local possivelmente devido a um sítio específico de adesão molecular
(38)

.  

O Modelo de Artrite Induzida por Adjuvante (AIA) foi desenvolvido por Pearson em 1956, em ratos 

Lewis, sendo este o modelo mais amplamente aplicado e reconhecido na literatura. No ano de 2006 o 

modelo completou 50 anos e o número de citações da publicação original de Pearson atingiu a marca de 

700 na literatura científica 
(4)

; 
(39)

.  

Desde então vários modelos animais para o estudo de artrite tem sido desenvolvidos, sendo um dos 

mais aplicados o Modelo de Artrite Induzida pelo Colágeno (Collagen-Induced Arthritis-CIA), que mimetiza 

diversos aspectos da doença humana, mantendo ainda o uso do adjuvante Completo de Freund em seu 

protocolo de indução 
(36); (37)

.   

Além disso, conforme observou Bevaart e colaboradores
(40)

, quando a eficácia de vários compostos 

é testada frente a modelos AIA e/ou CIA, o valor preditivo de eficácia clínica em humanos com Artrite 

Reumatoide é maior do que qualquer outro modelo isoladamente.  

A AIA é um modelo que promove o desenvolvimento de poliartrite simétrica, destruição articular, 

infiltrado inflamatório com envolvimento de células T, hiperplasia sinovial. O dano cartilaginoso é menos 

severo que na AR, apresenta mais destruição óssea, não há produção de fator reumatóide como na doença 

humana e, eventualmente, a pele  e o tubo digestivo são afetados
(40)

.  

A artrite induzida por adjuvante é iniciada pela inoculação de Adjuvante completo de Freund (ACF) 

na base da cauda dos animais. O ACF é uma mistura viscosa e sem cor, constituída de 85% de óleo 

mineral, 15% de emulsificante, além do componente antigênico Mycobacterium tuberculosis (Mtb) mortos 



 

 

pelo calor e liofilizados 
(41)

; 
(42)

. A cepa H37Ra do M. tuberculosis é amplamente utilizada no preparo do ACF, 

embora outras cepas tenham sido utilizadas com sucesso 
(43)

. 

 

2.1.7  Imagenologia das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante 
 

Em estudo realizado por Talwar e colaboradores
(44)

, foi possível observar à radiografia que ratos 

tratados com adjuvante desenvolveram estreitamento definitivo do espaço articular das articulações 

intertarsais, edema de tecidos moles, espessamento periosteal evidente, alargamento cístico do osso e 

extensivas erosões que produziram  estreitamento ou pseudo-ampliação de todos os espaços articulares.  

Segundo Esser e colaboradores
(45)

, em seu estudo por imagem da análise quantitativa de alterações 

em ratos com artrite induzida por adjuvante, foram evidenciadas alterações significativas como diminuição 

da densidade justa-articular óssea, seguida por aumentos progressivos da variação do valor de cinza devido 

a perda e formação ósseas. Enfim, a formação óssea em ratos com artrite resultou em um aumento da 

variação do valor de cinza maior do que aquele observado em ratos sem artrite.     

Outros exames de imagem como a ressonância magnética demonstraram alterações como 

inflamação periarticular com sinovite evidenciada e distensão da cápsula articular no tecido ao redor. 

Também foi evidenciada periostite com osteólise, e a formação de novo osso periosteal progredindo para 

um estado de anquilose completa
(46)

. Assim demonstrando uma possibilidade não invasiva de acesso/ 

monitoramento ao dano articular e ou diminuição deste em animais ou pacientes em processo artrítico. 

 

2.1.8  Histopatologia das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante 
 

O estudo histopatológico das patas de ratos com artrite induzida por adjuvante em geral revelam 

presença de infiltrado celular predominante, angiogênese, hiperplasia sinovial intensa e formação (em 

grande ou pequena quantidade) de pannus 
(47, 48)

. Há acentuada diminuição do espaço articular e erosão 

grave tanto cartilaginosa quanto óssea, presenciadas nas articulações sinoviais dos ratos com artrite 
(47, 48)

.  

Outras observações histológicas das articulações e tecidos periarticulares das patas dos ratos com 

artrite induzida incluem periartrite com infiltrado de polimorfonucleares, poucos leucócitos e muitas células 

mononucleares; peritendinite, proliferação de osteoblastos com formação de osteoide nos ossos adjacentes 

às articulações. Posteriormente, características encontradas em animais examinados a partir do 20º dia 

após o inicio da artrite em que a doença ou é inicialmente grave ou então persistente e progressiva, 

incluíram aderências fibrosas entre algumas superfícies articulares e espessamento fibroso denso das 

estruturas capsulares. Anquilose óssea em superfícies articulares ocorriam como um evento tardio 
(49)

.   

Existe uma graduação dos níveis de gravidade histopatológica para ratos com artrite induzida por 

adjuvante (Tabela 1). 

 

 

 

   

 



 

 

Tabela 1 - Graduação Histopatológica para a artrite adjuvante
(50)

 

Inflamação 

0 – Normal 

1 – Poucas Células Inflamatórias 

2 – Inflamação Leve 

3 – Inflamação Moderada 

(frequentemente mas nem 

sempre difusa) 

4 – Inflamação estabelecida 

(difusa e densa com abscessos 

sinoviais) 

Remodelamento Ósseo 

0 – Normal 

1 – Inflamação Medular 

Mínima, e/ou enfraquecimento 

de cartilagem (≤ 2 focos) 

2 – Proliferação Periosteal 

Leve (geralmente tarsais), 

e/ou inflamação medular, e/ou 

enfraquecimento de cartilagem 

(≥ 3 focos) 

3 – Proliferação Periosteal 

Moderada com erosão mínima 

de osso cortical (metáfise tibial 

e/ou tarsal) 

4 – Proliferação periosteal 

estabelecida com erosão 

extensa de osso cortical dos 

dois tarsos OU (menos 

frequentemente) da tíbia.  

 5 – Proliferação periosteal 

estabelecida com erosão 

completa da espessura do 

osso cortical dos tarsos E 

tíbia.  

Erosão Óssea 

0 – Normal 

1 – Perda mínima de osso cortical ou 

trabecular em poucos locais 

2 – Perda leve de osso cortical ou 

trabecular em um número moderado 

de locais (geralmente tarso) 

3 – Perda moderada em muitos locais 

(geralmente o osso trabecular dos 

tarsos, mas às vezes o osso cortical 

da tíbia distal) 

4 – Perda óssea estabelecida em 

muitos locais (geralmente como uma 

destruição extensa de osso trabecular 

nos tarsos, mas às vezes com perda 

parcial de osso cortical na tíbia distal) 

5 – Perda óssea estabelecida em 

muitos locais (com fragmentação do 

osso trabecular tarsal E penetração de 

toda a espessura do osso cortical na 

tíbia distal)   

 
 

 



 

 

3. Objetivos 
 

3.1. Objetivo Geral 
 

 Analisar imagens radiológicas de patas de ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e 

tratados com extrato de Pouteria nuda. 

 

3.2. Objetivos Específicos 
  

 Verificar alterações da matriz óssea das patas traseiras dos ratos com AIA 

 Identificar a formação de novo periósteo nas patas traseiras dos ratos com AIA  

 Caracterizar as erosões articular e óssea das patas comprometidas dos ratos com AIA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

 

4. Materiais e Métodos 
 
4.1. Fases do experimento 
 

Este trabalho foi realizado em duas fases distintas. Uma primeira fase executada e integrante a 

trabalho de doutorado em bases gerais da cirurgia (UNESP - UFAM), e uma segunda etapa que consistiu 

neste trabalho de iniciação científica. 

Na primeira parte os animais experimentais foram submetidos ao tratamento conforme descrito no 

texto e nesta segunda etapa, os animais foram sacrificados (abril e maio de 2013) e suas patas foram 

retiradas e processadas para análise. O acadêmico foi parte integrante de ambas as etapas.  

 

4.2. Estudo radiológico 
 

As radiografias foram obtidas de ambas as patas traseiras após o sacrifício dos animais, utilizando-

se um aparelho de imagens mamograficas. Essas imagens foram obtidas utilizando-se um Mamógrafo GE 

Hungary zrt®, modelo MGF-101, que operava a 27kV e 63 mAs.  

Foram utilizados cassetes radiográficos Fujifilm Type CH, de medida 24x30 cm (subespecificação 

HR-V), e tempo de revelação de 59 segundos. Para a revelação e digitalização das imagens, foi utilizado um 

sistema de mamografia digital Fujifilm FCR Capsula XL II, modelo CR-IR 359.  

 

4.3. Análise radiológica  
 

As imagens das patas traseiras dos ratos foram avaliadas para as alterações radiográficas por um 

profissional que desconhecia o tipo de tratamento em cada grupo. O responsável por essa avaliação foi o 

ortopedista do Instituto Nacional de Traumatologia e Ortopedia (INTO), Dr. Eduardo Branco, sendo este um 

estudo duplo-cego, como citado anteriormente. 

Cada radiografia foi avaliada quanto aos seguintes critérios: deformidade, cistos subcondrais, 

esclerose subcondral e irregularidade na superfície, usando-se o método de Clark 
(54)

. Cada critério teve um 

escore de 0 a 3 
(47)

 sendo:  

 0 = Normal  

 1 = Alterações leves  

 2 = Alterações Moderadas  

 3 = Alterações Graves  

 

4.4. Análise Histopatológica 
 

Após a avaliação radiográfica, ambas as patas traseiras foram submetidas à preparação Histológica. 

Os ossos foram inicialmente descalcificados com ácido fórmico a 5% por 24 horas e então imersos em 

resina histológica para corte e coloração com azul de toluidina. 

Dez seções da articulação metatarsofalangicas do 5º dedo de cada animal utilizado no experimento 

foram avaliadas para proliferação de células sinoviais, erosão de cartilagem, erosão do osso subcondral, 

proliferação de pannus e infiltrado mononuclear
(55)

. 



 

 

O baço dos animais utilizados foi removido no 30º dia de experimento, pesados e fixados com formol 

a 10% tamponado. Os cortes histológicos foram processados e corados com Hematoxilina e Eosina (HE).   

 
4.5. Extrato 

 

Foi utilizado o extrato aquoso de folhas de Pouteria nuda (Sapotaceae) coletada na reserva Adolpho 

Ducke-AM e processado no INPA (Instituto de Pesquisa da Amazônia) (9). O extrato bruto foi administrado 

por via oral nos animais (gavagem), na dose de 150mg/kg/semana. 

 
4.6. Animais 

 
Foram utilizados 16 ratos albinos (Rattus norvegicus) da linhagem Lewis, sendo que foram 

removidas as patas traseiras e fixadas em formol a 10%, totalizando 32 patas analisadas.  

Os animais foram separados da seguinte forma: 

 Grupo 1, controle negativo: sem indução de artrite e sem tratamento, n=04 

 Grupo 2, controle positivo: com indução de artrite e sem tratamento, n=04 

 Grupo 3, teste com MTX: com indução de artrite e tratado com injeção intra-peritoneal de 

metotrexato, n=04 

 Grupo 4, teste com extrato de P. nuda: com indução de artrite e tratado com injeção intra-

peritoneal do extrato de P. nuda, n=04 

 

Vale ressaltar que o presente trabalho faz parte e ocorreu em paralelo a um projeto maior do CNPq 

Universal (PROCESSO 482.672/2010-2 COSAU/CGSAU/DABS) com aprovação no Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (Ofício 003/2012 – CEEA/UFAM). Sendo assim, as patas utilizadas foram dos 

animais já eutanasiados, fixados e acondicionados em potes de vidro com formalina tamponada 10%. 

 
4.7. Modelo de indução de artrite (M. tuberculosis) 

 

O modelo experimental de artrite induzida por Adjuvante Completo de Freund (CFA) em ratos é 

muito empregado na investigação de novas terapias para artropatias inflamatórias crônicas, como a artrite 

reumatoide
(56)

. Nesse modelo, a artrite é induzida através da injeção intradérmica na base da cauda de uma 

suspensão de Mycobacterium tuberculosis ou Mycobacterium butyricum em parafina líquida
(41); (57); (58)

. O 

CFA atua como estímulo de respostas imunológicas a antígenos, incluindo imunidade celular e aumento da 

produção de certas imunoglobulinas, levando ao desenvolvimento de uma reação articular inflamatória 

intensa dependente de células T
(59)

. 

A primeira etapa do trabalho consistiu na evolução dos animais experimentais como descrito a 

seguir: após a sedação dos animais com halotano a 3% (inalação por 2-3 min)
(60)

, a área foi tricotomizada e 

uma solução de álcool iodado (1%) foi aplicada nessa superfície. A indução da artrite foi feita mediante 

injeção subcutânea de 200L (0,2 ml) da solução de CFA (5mg/ml de Mbt) na base da cauda 
(60)

, com uma 

seringa de 1 mL e agulha 13 x 4,5 mm. Esse dia foi considerado o dia 0 (zero). O desenvolvimento da artrite 

induzida por CFA iniciou-se aproximadamente 7 dias após a inoculação.   



 

 

5. Resultados e Discussão 
 

5.1. Imagenologia  
 

 No filme obtido através do aparelho mamográfico tem-se a possibilidade de visualizar e analisar 

várias patas de uma só vez, além de eliminar o viés de distância, presente na tomada das radiografias com 

o aparelho odontológico.   

Erosões e destruição da cartilagem são características quase universais em articulações periféricas 

que foram cronicamente afetadas pela artrite reumatóide. Estas anomalias foram descritas por Scutellari e 

Orzincolo 
(62)

 que citam áreas de descontinuidade ou lacunas na placa do osso subcondral a qual inferimos 

como cistos subcondrais.  

Dos itens avaliados nos escore radiológico, a deformidade das superfícies articulares não foi 

detectada em nenhum grupo avaliado enquanto cistos subcondrais e esclerose subcondral foram 

encontrados tanto no grupo controle positivo quanto no grupo tratado com extrato de P. nuda (Figura 10), 

fazendo com que o escore radiológico fosse superior neste grupo. 

 

Figura 1 - Patas Fixadas e acondicionadas em recipiente plástico de forma organizada, separadas em 4 grupos  



 

 

 

 

Figura 2 – Tomada das radiografias com o mamógrafo: (A): ajuste para a tomada da radiografia; (B): tomada da radiografia 

 

 

 

Figura 3 – Ajuste para a revelação do filme radiográfico obtido com o mamógrafo 
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Figura 4 – Filme mamografico com as patas traseiras dos animais não tratados. Em (A): ratos Lewis sem indução da artrite e 
sem tratamento (Grupo controle Negativo). Em (B): ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e sem tratamento 

(Grupo controle positivo). O lado esquerdo é identificado pela microesfera metálica. 

A B 



 

 

 

 

 

Figura 5 – Filme mamografico com as patas traseiras dos animais tratados. Em (A): ratos Lewis com artrite induzida por 
adjuvante e tratados com Metotrexato (Grupo MTX). Em (B): ratos Lewis com artrite induzida por adjuvante e tratado 

com extrato de Pouteria nuda (Grupo P. nuda). O lado esquerdo é identificado pela microesfera metálica. 

 

A B 



 

 

 

Figura 6 - Imagem radiológica das articulações metatarsofalangicas da pata esquerda dos grupos experimentais. Em A, animal 
do grupo controle negativo. Em B, animal do grupo controle positivo. Em C, animal do grupo tratado com 

metotrexato. Em D, animal do grupo tratado com extrato de P. nuda 

 

Após a análise dos dados obtidos com as imagens, os resultados foram os seguintes para cada 

grupo e critérios analisados (Tabela 2): 

 O grupo controle negativo não apresentou alteração em relação aos critérios avaliados, ou 

seja, todos foram considerados normais quanto a presença de deformidades, cistos 

subcondrais, esclerose subcondral e irregularidades na superfície; 

 No grupo controle positivo, apenas 02 (dois) animais apresentaram alterações leves quando 

avaliados em relação a presença de esclerose subcondral. Quanto aos demais critérios, 

todos os animais apresentaram-se normais;  

 No grupo tratado com metotrexato, nenhum animal apresentou alterações quanto a 

presença de deformidades, cistos subcondrais e irregularidades na superfície. Apenas 01 

(um) animal apresentou alterações leves quando avaliado em relação a presença de 

esclerose subcondral; 

 No grupo tratado com extrato de P. nuda, nenhum animal apresentou alterações quanto a 

presença de deformidades e irregularidades na superfície. Porém, 02 (dois) animais 



 

 

apresentaram alterações leves quanto a presença de cistos subcondrais em suas patas 

traseiras. Ainda nesse grupo, 03 (três) animais apresentaram alterações leves quando 

avaliados em relação a esclerose subcondral. 

Tabela 2 - Alterações radiográficas encontradas 

  
Grupo MTX Grupo C(-) Grupo C(+) Grupo P. nuda 

Deformidade 

0 – Normal 08 patas 06 patas 08 patas 08 patas 

1 – Leve  0 0 0 0 

2 – Moderada  0 0 0 0 

3 – Grave  0 0 0 0 

Cistos 
Subcondrais 

0 – Normal  08 patas 06 patas 08 patas 04 patas 

1 – Leve     0 0 0 04 patas 

2 – Moderada  0 0 0 0 

3 – Grave  0 0 0 0 

Esclerose 
Subcondral 

0 – Normal  06 patas 06 patas 04 patas 02 patas 

1 – Leve  02 patas 0 04 patas 06 patas 

2 – Moderada  0 0 0 0 

3 – Grave  0 0 0 0 

Irregularidades 
na Superfície 

0 – Normal  08 patas 06 patas 08 patas 08 patas 

1 – Leve  0 0 0 0 

2 – Moderada  0 0 0 0 

3 – Grave  0 0 0 0 
 

Os achados radiográficos demonstraram grau de comprometimento da doença semelhante entre o 

grupo controle positivo e o grupo tratado com extrato de P. nuda comparado com o grupo tratado com a 

droga de referência (metotrexato). O tempo curto de experimentação pode ser uma explicação para esses 

resultados assim como também o número de animais utilizados no experimento. Também deve ser 

lembrado que existem fases diversas da doença (aguda, pós-aguda, crônica e de remissão) e algumas 

dessas alterações não seguem a mesma sequência de desenvolvimento vista em humanos, sendo algumas 

delas observadas somente em estágios mais desenvolvidos (estágios finais) 
(48)

. 

Estes resultados, embora não estatisticamente significativos, não nos permitem descartar a ação 

anti-inflamatória do extrato da P. nuda, havendo a possibilidade de se realizar futuramente estudos 

complementares envolvendo outras vias de administração, novas doses e/ou novos períodos para 

observação dos resultados.  

 

5.2. Histopatologia 
 
As alterações histológicas da articulação metatarsofalangica do 5º dedo foram analisadas 

comparando-se os grupos inoculados com ACF com o grupo controle negativo (Figura 7 a 10). A cartilagem 

articular dos animais tratados, inclusive do grupo controle, é corado de forma consistente ao longo da sua 

profundidade o que indica que não houve perda de proteoglicano. A arquitetura da articulação quanto a 



 

 

integridade do osso e da cartilagem foi semelhante entre os grupos inoculados com ACF (Figuras 8 a 10) e 

o grupo controle negativo (Figura 7). 

Entretanto, a membrana sinovial das articulações dos animais inoculados com ACF mostrou 

hiperplasia quando comparados ao grupo controle negativo (Figura 7), indicando uma provável sinovite, 

mais intensa no grupo controle positivo (Figura 8). O aumento da membrana sinovial de ratos com artrite 

induzida por adjuvante são coerente com os dados anteriormente relatados para doentes com artrite 

reumatoide. 

 

 

Figura 7 - Articulação metatarsofalangica com a porção distal do 5º metatarso e falange proximal da pata traseira de um animal do grupo 

controle negativo. (A) Aspecto panorâmico da articulação com arquitetura preservada e infiltração adiposa característica (ad). (B) 

Maior aumento mostrando a relação da articulação com a membrana sinovial (ms) e a uiformidade da cartilagem hialina (ch) em 

toda a espessura que apresenta uma boa delimitação no limite inferior, na junção com o osso sub-condral (seta). (C) Detalhe da 

cartilagem hialina, da junção osteo-condral (seta) e da membrana sinovial com sinoviócitos achatados dispostos em monocamada. 

(D) A matriz intercelular tem aspecto fibrilar e não apresenta infiltração por células inflamatórias. (A) 4X, barra = 500µm; (B) 

10X, barra = 100µm; (C) 20X, barra = 100 µm; (D) 40X, barra = 50 µm. Coloração pelo azul de Toluidina modificado para 

inclusão em resina. 

 



 

 

 

Figura 8 - Articulação metatarsofalângica com a porção distal do 5º metatarso e falange proximal da pata traseira de um 
animal do grupo controle positivo. (A) Aspecto panorâmico da articulação com preservação da arquitetura. A 
cartilagem hialina é uniforme em toda a espessura e apresenta boa afinidade tintorial, o que sugere a preservação do 
estoque tecidual local de proteoglicanos. O limite inferior da cartilagem, na junção com o osso sub-condral (seta) é 

contínuo e preciso. (B) Maior aumento da junção osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulação e sua 
relação com a membrana sinovial. Observar área de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Membrana sinovial 
com sinoviócitos (si) com aspecto morfológico normal, porém mostrando um grau moderado de hiperplasia. A matriz 

intercelular da camada íntima tem aspecto denso, contendo vasos com parede levemente espessada e discreta 
infiltração adiposa (ad). Notam-se ainda células inflamatórias mononucleares (setas) distribuídas aleatoriamente na 
matriz intercelular e na proximidade de vasos sanguíneos. (D) Maior aumento da membrana sinovial, dos 

sinoviócitos (si), da matriz intercelular (*) e das células inflamatórias mononucleares presentes na matriz (seta). (A) 
4X, barra =500μm; (B) 10X , barra = 100μm; (C) 20X, barra = 100μm; (D) 40X, barra = 50μm. Coloração pelo Azul de 
toluidina modificado para inclusão em resina. 

 



 

 

 

Figura 9 - Articulação metatarsofalângica com a porção distal do 5º metatarso e falange proximal da pata traseira de um 
animal do grupo tratado com MTX. (A) Aspecto panorâmico da articulação com arquitetura preservada exibindo 

revestimento da superfície articular por cartilagem hialina com aspecto morfológico preservado. (B) Maior aumento 
da junção osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulação metatarsofalângica e sua relação com a membrana 
sinovial. Observar área de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Maior detalhe da área de hiperplasia 

identificada em (B) mostrando que a membrana sinovial é constituída por múltiplas camadas de sinoviócitos (si) e 
que são identificadas células inflamatórias mononucleares (setas) na matriz intercelular. Notar presença de 
adipócitos (ad) e cartilagem articular (ch) de aspecto habituais. (D) Sinoviócitos (si) na região de hiperplasia da 

membrana sinovial associada a células inflamatórias mononucleares (seta) dispersas na matriz intercelular contendo 
adipócitos (ad) e vasos sanguíneos (v). (A) 4X, barra =500μm; (B) 10X , barra = 100μm; (C) 20X, barra = 100μm; (D) 
40X, barra = 50μm. Coloração pelo Azul de toluidina modificado para inclusão em resina. 

 



 

 

 

Figura 10 - Articulação metatarsofalângica com a porção distal do 5º metatarso e falange proximal da pata traseira de um 
animal do grupo tratado com extrato de P. nuda. (A) Aspecto panorâmico da articulação com arquitetura preservada 

exibindo revestimento da superfície articular por cartilagem hialina com aspecto morfológico preservado. (B) Maior 
aumento da junção osteocondral e da cartilagem hialina (ch) da articulação metatarsofalângica e sua relação com a 
membrana sinovial. Observar área de hiperplasia da membrana sinovial (ms). (C) Maior detalhe da área de 

hiperplasia identificada em (B) mostrando o que a membrana sinovial é constituída por múltiplas camadas de 
sinoviócitos (si) e que são identificadas células inflamatórias mononucleares (setas) na matriz intercelular. Notar 
presença de adipócitos (ad) e cartilagem articular (ch) de aspecto habituais. (D) Sinoviócitos (si) na região de 

hiperplasia da membrana sinovial associada a células inflamatórias mononucleares (seta) dispersas na matriz 
intercelular contendo adipócitos (ad) e vasos sanguíneos (v). (A) 4X, barra =500μm; (B) 10X , barra = 100μm; (C) 20X, 
barra = 100μm; (D) 40X, barra = 50μm. Coloração pelo Azul de toluidina modificado para inclusão em resina. 

 

 

  



 

 

 

6. Conclusão 
 

A diversidade vegetal brasileira tem enorme potencial para gerar produtos inovadores e 

proporcionar benefícios sociais e o modelo de AIA constitui um importante método para teste in 

vivo de espécies vegetais para minimizar ou reparar danos articulares causados pela artrite 

reumatoide.  

Nos animais do grupo tratado por via oral com extrato de Pouteria nuda a evolução clínica 

foi semelhante ao grupo controle positivo. Mediante análise anatomopatológica efetuada por estudo 

descritivo e quantitativo, foi observada presença de sinais característicos de artrite induzida por 

adjuvante igualmente nos dois grupos.  

Nossos resultados sugerem que o extrato metanólico de Pouteria nuda por via oral na dose 

de 150mg/kg/semana não apresentou ação imunomoduladora na Artrite Induzida por Adjuvante nas 

condições locais. 

 
  



 

 

 
7. Cronograma de Atividades 

 
 

Nº Descrição Ago 

2013 

Set Out Nov Dez Jan 

2014 

Fev Mar Abr Mai Jun Jul 

1 Revisão de Literatura R R R R 
R R R R R R R 

 

2 Treinamento da Técnica 
radiológica 

R R           

3 Preparação do material fixado  R R R         

4 Elaboração do Relatório Parcial     R R       

5 Execução das tomadas 
radiográficas (réplica) 

    R R R      

6 Análise Histopatológica dos 
Dados 

     R R R R    

7 - Elaboração do Resumo e 
Relatório Final 
(atividade obrigatória) 

         R R  

8 - Preparação da Apresentação 
Final para o Congresso 
(atividade obrigatória) 

          R R 

 
R = realizado 
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