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RESUMO 

Objetivo: No presente estudo, avaliou-se o efeito do extrato etanólico de folhas 
da Arrabidea chica Verlot (ACV) por via oral, em modelo experimental de 
osteoartrite (OA) em ratos. Material e Métodos: Os animais foram distribuídos 
em três grupos com seis animais (n=18). Em dois grupos (OA-Salina e OA-
Fitoterápico) foi induzida OA com uma única injeção intra-articular (IA) de 
monoiodoacetato de sódio (MIA) no joelho direito, e no terceiro grupo (Sem OA) 
não foi induzida OA. Os animais do grupo OA-Fitoterápico receberam tratamento 
(50 mg/kg VO) a partir do 7º dia após a indução até o 28º dia, enquanto o grupo 
OA-Salina recebeu mesmo volume de NaCl à 0,9%. Ao fim do experimento Os 
animais foram mortos com dose letal de anestésico para realização da análise 
radiológica e extração da membrana sinovial para análise histopatológica. 
Resultados: A injeção do MIA conseguiu induzir alterações radiológicas e 
histológicas na articulação, entretanto não houve diferença estatística entre o 
grupo OA-salina e o grupo OA-Fitoterápico. Apesar disso observou-se em uma 
análise descritiva que o grupo OA-Fitoterápico apresentou uma predominância 
maior de casos de sinovite de baixo grau quando comparados ao grupo OA-
salina. Conclusão: O extrato etanólico de ACV não foi capaz de alterar ou 
impedir as alterações radiológicas e histopatológicas mais frequentes na OA. 

 

Palavras-chave: Osteoartrite; Arrabide chica Verlot; Inflamação; Dor Crônica. 
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ABSTRACT 

Aim of investigation: In the present study, it was evaluated the effect of leaves 
of Arrabidaea chica Verlot (ACV) extract used by oral form in an experimental 
model of osteoarthritis (OA) in rats. Methods: The animals were distributed into 
three groups of six animals (n=18). Into two groups (OA-Salina and OA-
Fitoterápico) it was induced the OA with a single intra-articular (IA) injection of 
monossodium iodoacethato (MIA) in the right knee, and the third group (No OA) 
was not induced OA. The animals of the OA-Fitoterápico group received 
treatment (50 mg / kg orally) from the 7th day after the induction until the end of 
the experiment (day 28) as OA-saline group received the same volume of 0.9% 
NaCl. At the end of the experiment, the animals were killed with a lethal dose of 
anesthetic, in order to make the radiographic analysis and the extraction of the 
synovial membrane for histopathological analysis. Results: The injection of 
MIA could induce radiological and histological changes in the joint; however, 
there was no statistic difference between the OA-Salina group and the OA-
Fitoterápico group. Despite those results, it was observed in descriptive analisys 
that the OA-Fitotarápico group showed more cases of low-grade synovitis if 
compares to the OA-salina group. Conclusion: The ACV extract was not capable 
of diminish the changes of the most frequent radiological and histopathological 
OA alterations. 

 

Keywords: Osteoarthritis; Arrabidaea chica Verlot; Inflammation; Chronic Pain. 
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1. INTRODUÇÃO 

A osteoartrite (OA) é caracterizada por um conjunto heterogêneo de 

condições que induzem sinais e sintomas articulares associados a degeneração 

da cartilagem articular e tecido ósseo adjacentes. É a forma mais comum e 

frequente entre as doenças que acometem a articulação e afeta principalmente 

quadris, joelhos e mãos [14].  

Há várias décadas a fisiopatogênese da OA vem sendo estudada e 

atualmente, admite-se que há um processo degenerativo e inflamatório na 

articulação, resultante do desequilíbrio entre a condroformação e a 

condrodegeneração naturais em cada célula condrocítica [24]. Estas células 

produzem níveis elevados de citocinas inflamatórias que reduzem a síntese de 

colágenos e promovem aumento de mediadores catabólicos – como 

metaloproteases (MMPs) – e outras substâncias inflamatórias. Essas alterações 

intra-articulares decorrentes dos fenômenos de hiperatividade funcional celular 

provocam uma sinovite persistente [19].  

Nas doenças articulares degenerativas e inflamatórias a radiografia 

ajuda a avaliar o grau de comprometimento e orientar alternativas possíveis de 

tratamento. Os achados radiológicos mais importantes na OA de joelho são a 

presença de cistos e escleroses subcondrais, osteófitos marginais e diminuição 

do espaço articular [20; 21].  

Radiografias de alta qualidade possuem elevada acurácia na 

identificação de mudanças estruturais resultantes da OA, porém o diagnóstico 

pode se tornar difícil nos estágios iniciais da doença. Neste sentido, avaliações 

histológicas são usadas, em muitos estudos, como o “padrão ouro” no 

acompanhamento da progressão da doença [4]. 

Apesar da existência de exames complementares, sabe-se que em 

grupos de alto risco, o diagnóstico de OA pode ser realizado com base nos sinais 

e sintomas típicos da doença, sem qualquer recurso radiográfico ou laboratorial 

[1]. A dor geralmente é o principal sintoma na OA, sendo muitas vezes 

exacerbada pelo uso extensivo da articulação [15]. Entende-se a dor na OA 
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como resultado de uma combinação de fatores mecânicos localizados, 

sistêmico-inflamatórios e até neurológicos centrais [24].  

O tratamento geral da OA visa combater a dor, preservar e melhorar a 

função articular, reduzir a incapacidade funcional e bloquear os fatores de piora 

do prognóstico [5]. Dentre as opções terapêuticas os anti-inflamatórios não-

hormonais apresentam uma resposta expressiva principalmente nas fases de 

sintomas dolorosos agudizados. Esses medicamentos reduzem, mas não 

eliminam totalmente a inflamação, sendo considerados, portanto, como 

fármacos de ação sintomática [24].  

As plantas medicinais são fontes de ampla variedade de compostos 

biologicamente ativos e comprovadamente apresentam atividade analgésica e 

anti-inflamatória [16]. Dentre as plantas medicinais comumente utilizadas 

encontra-se a espécie vegetal Arrabiadaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot, 

natural da região amazônica [17] – popularmente conhecida como crajiru, 

carajiru ou pariri – é utilizada por populações indígenas para pintura de corpos e 

utensílios, sendo conhecida também por suas propriedades anti-inflamatórias e 

cicatrizantes [2]. 

Uma ampla revisão da bibliografia indicou que vários efeitos biológicos 

e farmacológicos têm sido relatados para diferentes extratos e frações 

preparados a partir das folhas de Arrabidea chica Verlot (ACV), entre os quais: 

hepatoprotetor; antimicrobianos; cicatrização de feridas de pele e tendão; anti-

inflamatórios e antioxidante [22]. 

Baseado nessa ação anti-inflamatória, bem como no próprio papel da 

inflamação na fisiopatogenia da OA, motivou-se a investigação do efeito deste 

extrato, quando administrado por via oral, na evolução da OA induzida em ratos, 

através da avaliação de parâmetros histológicos e radiológicos. 

 

2. MATERIAL E MÉTODO 

O estudo foi realizado no Laboratório Experimental de Estudo da Dor 

(LEED), localizado no campus do Bacanga da Universidade Federal do 
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Maranhão, no ano de 2014. Foi submetido à análise e aprovado pelo comitê de 

ética em pesquisa da Universidade Federal do Maranhão sob protocolo de 

número 23115006307/2010- (ANEXO 1). 

2.1 Animais 

Foram utilizados 18 Rattus Norvegicus, linhagem Wistar, pesando 

aproximadamente 200g-250g, machos, provenientes do Biotério Central da 

Universidade Federal do Maranhão, Maranhão, Brasil. Os animais foram 

confinados em gaiolas (n=3/gaiola) no Biotério Setorial do Laboratório 

Experimental de Estudo da Dor mantidos sob ciclo claro-escuro de 12 horas, em 

um ambiente com temperatura controlada (23 ± 2ºC), com fornecimento de água 

e ração ad libitum. 

2.2 Coleta da espécie vegetal e identificação botânica 

Foram realizadas coletas de folhas adultas de Arrabidaea chica Verlot 

em habitat natural [18] nos períodos de seca e chuva, em atendimento as 

determinações estabelecidas na literatura especializada [7]. A planta foi 

identificada no Setor de Botânica do Departamento de Farmácia da Universidade 

Federal do Maranhão (Herbário Ático Seabra) e uma exsicata do material 

botânico encontra-se depositada no herbário deste departamento sob o número 

de registro 1067. 

2.3 Preparo do extrato etanólico 

O material vegetal coletado foi seco a 40º C em estufa com circulação 

de ar e em seguida pulverizado em moinho elétrico para obtenção do pó, que foi 

embebido em álcool etílico a 92% na proporção de 1:4 (v/v) e posto em 

maceração, sob agitação manual diária. A extração alcoólica do macerado foi 

realizada mediante três trocas sucessivas a cada 72 horas, com a renovação do 

solvente. Ao final deste processo, os extratos foram reunidos e filtrados com 

gaze. O filtrado foi concentrado em rotaevaporador, à pressão reduzida e à 

temperatura de 44º C. Deste processo foi obtido o extrato hidroalcoólico, que foi 

acondicionado em frasco âmbar e conservado sob refrigeração (5ºC). 
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Na determinação do peso seco foram utilizadas três alíquotas de 0,5 mL 

do extrato hidroalcoólico em béqueres secos previamente tarados. As alíquotas 

tiveram seu solvente evaporado sob corrente de ar quente e os béqueres após 

resfriamento, pesados em balança analítica para determinação do peso seco dos 

resíduos. Esta operação foi repetida sucessivas vezes até obtenção de pesos 

constantes. Para cálculo do rendimento utilizou-se o peso total do pó, o peso 

seco obtido e o volume final total do extrato concentrado.  

Quando necessárias, pequenas alíquotas, determinadas previamente 

em função do peso seco do extrato e do peso dos animais, foram pipetadas em 

béqueres, o solvente foi evaporado sob corrente de ar quente e em seguida o 

volume foi completado para concentração desejada com água destilada ou 

solução fisiológica, conforme a via de administração a ser utilizada. 

2.4 Protocolo Experimental 

Utilizou-se modelo experimental de osteoartrite com monoiodoacetato 

de sódio (MIA), pois a indução com esta substância possui características 

específicas que se aproximam das alterações importantes que ocorrem na OA, 

tais como esclerose do osso subcondral, formação de osteófitos, lesão da 

cartilagem e alterações de biomarcadores como glicosaminoglicanos e 

metaloproteinases [6; 11]. 

Os animais foram anestesiados através de isoflurano 1%. Após 

certificação do plano anestésico, realizou-se a tricotomia da pata posterior 

direita, posteriormente antissepsia local com solução tópica de 

polivinilpirrolidona iodo 10%. A lesão articular foi induzida por uma única injeção 

intra-articular de 3 mg de MIA neste joelho, diluídos em um volume máximo de 

50 μL de solução. Com a perna flexionada, na altura do joelho, em um ângulo de 

aproximadamente 90º, a solução de MIA foi injetada através do ligamento patelar 

utilizando uma agulha 26GX3/8, no espaço intra-articular entre tíbia e fêmur [9]. 

Os animais foram distribuídos aleatoriamente em três grupos (Sem OA, 

OA-Salina, OA-Fitoterápico com seis animais cada (n=18). Nos animais dos 

grupos OA-Salina e OA-Fitoterápico foram induzidos osteoartrite com 

monoiodoacetato de sódio (MIA) no joelho direito. A partir do 7º dia após a 
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indução da osteoartrite, o grupo OA-Fitoterápico recebeu tratamento oral com o 

extrato de Arrabidaea chica Verlot (50mg/kg/dia), o grupo OA-Salina, soro 

fisiológico à 0,9% e o grupo Sem OA permaneceu sem tratamento. Os animais 

foram mortos com dose letal de tiopental (150mg) por via intraperitoneal no 28° 

dia do experimento (Figura 1). 

 

 Figura 1. Esquema Ilustrativo do Protocolo Experimental 

 

2.5 Análise Radiológica 

Após a eutanásia, as patas traseiras direitas dos animais foram 

amputadas e submetidas a radiografias nas incidências anteroposterior e perfil, 

com objetivo de avaliar a diminuição do espaço articular, esclerose do osso 

subcondral e presença de osteófitos nos joelhos avaliados. 

A incidência AP foi utilizada para classificar a osteoartrite pela 

classificação de Kellgren-Lawrence (K&L) [13], conforme Quadro 1. 
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Sem tratamento Salina 0,9% VO ACV (50mg/kg) VO 

     12 6 
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Quadro 1 – Classificação de Kellgren-Lawrence 

 Fonte: Traduzido de Kellgren JH, e Lawrence JS. Radiological assessment of ostheoartrosis. Ann Rehum. 
Dis. 1957 16,494. 

 

2.6 Análise Histopatológica 

Após a eutanásia dos animais com dose letal do anestésico, as 

membranas sinoviais foram extraídas e fixadas em formol tamponado a 10%. As 

amostras foram desidratadas em séries de etanol e embebidas em parafina, 

sendo realizados cortes de 4µm, posteriormente corados com hematoxilina-

eosina (H&E). Para avaliar o grau de inflamação sinovial foi utilizado o escore 

proposto por Krenn et al. [12], conforme Quadro 2. Todas as amostras foram 

avaliadas por um mesmo patologista, que desconhecia a que grupo pertenciam 

as lâminas.  

Grau 0 Sem artrose – Radiologia normal

Grau I Artrose duvidosa – Estreitamento espaço articular duvidoso e
possível osteófito na borda

Grau II Mínima osteoartrose – Possível estreitamento articular osteófitos
definidos

Grau III Artrose moderada – Definido estreitamento articular, múltiplos
osteófitos moderados, alguma esclerose subcontral e possível
deformidade no contorno ósseo

Grau IV Artrose severa – Notável estreitamento do espaço articular, severa
esclerose subcontral, definida deformidade no contorno ósseo e
grandes osteófitos
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Quadro 2 – Avaliação histopatológica de Kreen para sinovite crônica 

 Fonte: Krenn V, et al. Synovitis score: Discrimination between chronic low-grade and high-grade synovitis. 
Histopathology. 2006;49(4):358–64T. 

 

2.7 Análise Estatística  

A comparação das médias de diferentes grupos experimentais foi 

realizada através do Teste de Kruskal-Wallis para as variáveis qualitativas 

ordinais e com análise de variância univariada (One-way ANOVA), seguida pelo 

pós-teste de Dunns para as variáveis numéricas. O valor de P<0,05 foi 

considerado como indicativo de significância e os dados obtidos foram 

analisados utilizando-se o software Graphpad Prism 5® (GraphPad software, 

San Diego, CA). 

 

3. RESULTADOS  

Aumento do
número de
camada de células
sinoviais

0 pontos – a linha de células forma uma camada

1 pontos – a linha de células forma de 2-3 camadas

2 pontos – a linha de células forma de 4-5 camadas

3 pontos – a linha de células forma mais que 5 camadas, podendo estar ulcerada
ou com presença de células multinucleadas

Densidade das
células residuais

0 pontos – o estroma sinovial apresenta celularidade normal

1 pontos – a celularidade está rapidamente aumentada

2 pontos – a celularidade está moderadamente aumentada, podendo haver
presença de células multinucleadas

3 pontos – a celularidade está grandemente aumentada, com presença de
grandes células multinucleadas, formação de pannus, podendo haver presença
de granulomas reumatoidos

Infiltrado
infamatório

0 pontos – sem infiltrado inflamatório

1 pontos – poucos linfócitos ou células do plasma, situados perivascular

2 pontos – numerosos linfócitos ou células do plasma, algumas vezes formando
agregados folicle-like

3 pontos – densa banda de infiltrado inflamatorio por vezes formando agregados
folicle-like

Soma de 0-1 Sem sinovite

Soma de 2-4 Sinovite de baixo grau

Soma de 5-9 Sinovite de alto grau
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3.1 Avaliação dos parâmetros radiológicos no efeito do extrato de 

Arrabidaea chica Verlot no tratamento da Osteoartrite em ratos 

A injeção do MIA induziu alterações radiológicas na avaliação do 

comprometimento articular, entretanto ao fim do experimento não foi observada 

diferença estatística entre o grupo OA-salina e o grupo OA-Fitoterápico (Figura 

2A). 

  

Figura 2. (A) Grau do comprometimento articular em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea chica Verlot 
(50 mg/kg, VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 7º dia após a indução de OA. Os dados 
estão representados segundo classificação proposta por Kellgren-Lawrence Krenn. Kruskal-Wallis (p<0,05). 
Sem diferença estatística entre OA-Fitoterápico e OA-Salina. (B) Histograma com distribuição da frequência 
do escore de Kellgren-Lawrence em porcentagem (%). 

 

Na figura 3, ilustra-se exemplos das radiografias de joelho na projeção 

Antero-Posterior dos grupos Sem OA (K&L Grau 0), OA-Salina (K&L Grau IV) e 

OA-Fitoterápico (K&L Grau II) do experimento. 

 

B 

A 

. 
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Figura 3. Radiografias de joelho na projeção Antero-Posterior, em modelo experimental de osteoartrite 
induzida por MIA. 

 

3.2 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na inflamação da 

membrana sinovial  

A análise histopatológica foi realizada com um número menor de lâminas 

nos grupos OA-Salina (perda de 2 animais neste grupo) e OA Fitoterápico (perda 

de um animal) devido a problemas técnicos na preparação das lâminas. 

A injeção do MIA induziu alterações histopatológicas na membrana 

sinovial. Não houve diferença estatística entre os grupos OA-Salina e OA-

Fitoterápico. Entretanto, o grupo OA-Fitoterápico apresentou escores de sinovite 

crônica de baixo grau enquanto no grupo OA-Salina foi de alto grau. É importante 

ressaltar que o grupo tratado com o extrato não teve dano histopatológico 

adicional (Figura 4).  

Sem Osteoartrite OA-Salina OA-Fitoterápico
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Figura 4. (A) Grau de inflamação da membrana sinovial em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea 

chica Verlot (50 mg/kg, VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 7º dia após a indução de OA. 

Os dados estão representados pelo escore Krenn. Kruskal-Wallis (p<0,05). Sem diferença estatística entre 

OA-Fitoterápico e OA-Salina (B) Histograma com distribuição da frequência do escore de Krenn em 

porcentagem (%). 

 

Na análise descritiva, não foi possível observar relação linear direta entre 

os piores escores histopatológicos e os piores radiológicos, de acordo com os 

histogramas nas figuras 2B e 4B. 

A figura 5 apresenta exemplos da análise histolopatológica das 

membranas sinoviais dos três grupos do estudo. A 5A (Sem OA), representa um 

corte da membrana sinovial intacta e saudável, enquanto a 5B (OA-Salina) nota-

se proliferação de células sinoviais e tecido subsinovial, além de infiltrado de 

células inflamatórias, representando a sinovite de alto grau. Na figura 5C (OA-

Fitoterápico) nota-se celularidade ligeiramente aumentada com poucos linfócitos 

situados perivascular. 

B 

A 

. 
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 Figura 5. Fotomicrografia da membrana sinovial em H&E, em modelo experimental de osteoartrite induzida 
por MIA. (A) Grupo Sem OA, (B) Grupo OA-Salina e (C) Grupo OA-Fitoterápico.  

 

4. DISCUSSÃO 

A evolução do mercado farmacêutico e o reconhecimento dos centros 

de pesquisas a respeito das plantas usadas na medicina popular auxiliam o 

desenvolvimento de novos medicamentos. Contudo, este estudo demonstrou 

através de parâmetros histológicos e radiológicos que o uso por via oral do 

extrato hidroalcóolico de Arrabidae chica Verlot em um modelo de osteoartrite 

não apresentou vantagem no tratamento, porém observou-se sinovite crônica de 

menor grau nos animais tratados. Todos os animais do presente trabalho 

apresentaram OA após a indução da doença com MIA.  

Assim como em outros estudos, a injeção intra-articular de MIA provocou 

a degeneração de condrócitos característica da OA [9; 11]. Este efeito foi 

evidenciado pelo aumento do escore no grau de inflamação da membrana 

sinovial ocorrido tanto no grupo OA–Fisioterápico, quanto no OA-Salina. Já o 

grupo Sem OA, que não sofreu indução da doença, essa degeneração 

condrocítica não foi observada, no período estudado. 

Na análise histopatológica o fato do resultado não ter apresentado 

significância estatística pode estar relacionado às perdas ocorridas no 

experimento, que gerou um número menor de amostras. Aliado a isso, a não 

Sem Osteoartrite OA-Salina OA-Fitoterápico
B A C 
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uniformidade dos valores e a faixa de variação relativamente ampla dos 

intervalos para avaliação de “sem sinovite”, “sinovite de baixo grau” ou “sinovite 

de alto grau” presente no escore utilizado, dificulta a adequada caracterização 

do tipo de inflamação presente.  

A análise descritiva, com base no histograma de distribuição de 

frequência da avaliação histopatológica, entretanto, mostra que o grupo OA-

Fitoterápico apresentou mais casos sinovite de baixo grau quando comparados 

ao grupo OA-salina, em que a de alto grau foi observado em todas as amostras. 

Este fato pode estar atribuído ao efeito anti-inflamatório do extrato da A. chica, 

descrito por Zorn et al. (2001), relacionado à inibição do fator nuclear-κB (NF-

κB). Este é um mediador central da resposta imune em seres humanos, que 

regula a transcrição de genes que codificam várias citocinas pró-inflamatórias, 

quimiocinas, moléculas de adesão e enzimas inflamatórias, como iNOS, COX-2, 

5-LOX e fosfolipase A2 citosólica [25]. Além disso, o NF-κB está envolvido na 

regulação da transcrição de metaloproteases da matriz óssea e de enzimas 

angiogênicas [8], ambas substâncias presentes no processo degenerativo da 

OA. Por outro lado, esperava-se que os flavonoides e carotenoides, 

componentes ativos da A. chica, que possuem ação anti-inflamatória e 

antioxidante [17], atenuassem a degradação da membrana sinovial, pois o 

estresse oxidativo do processo inflamatório ocasiona um estado de distúrbio 

celular que leva as metaloproteinases e espécies reativas de oxigênio (ROS) a 

degradar os componentes da matriz articular [23]. 

Sabe-se que os achados radiográficos podem ter pouca relação com os 

sintomas apresentados pelos portadores de doença das articulações. Além 

disso, as alterações na largura do espaço articular, osteófitos e degenerações 

subcondrais podem ocorrer independentemente da presença da OA [10]. 

Entretanto, os resultados do presente estudo mostram que, após a indução da 

doença nos modelos experimentais, são encontrados escleroses subcondrais, 

osteófitos marginais e diminuição do espaço articular nos joelhos avaliados. 

É importante ressaltar que nem sempre os parâmetros radiológicos 

estão associados à clínica ou aos resultados histológicos associados. Também 

não foi possível encontrar associação entre piores achados histológicos e 

radiografias, entre os grupos estudados. Observou-se, somente, que os valores 
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do grupo OA-Fitoterápico e do OA-Salina possuem distribuição variada nos 

diferentes graus da classificação de Kellgren-Lawrence. Esse resultado difere do 

estudo de Garrido et al. (2011) que encontraram discordância entre classificação 

radiológica, alterações macroscópicas e resultados histológicos, principalmente, 

em situações que indicavam uma osteodegeneração menos avançada. Quando 

o espaço articular não está totalmente obliterado ou as extremidades femoral e 

tibial estão próximas à linha articular, é difícil determinar se houve ou não 

destruição óssea, resultando, portanto, em escolha incorreta entre os graus mais 

leves [10]. 

Conclui-se que o extrato etanólico de Arrabidaea chica na dose de 50 

mg/kg/dia, por via oral, não foi capaz de alterar ou impedir as alterações 

radiológicas mais frequentes que ocorrem na OA, entretanto nos animais 

tratados com o fitoterápico, observou-se sinovite crônica de menor grau. Sabe-

se que as plantas medicinais são fontes de ampla variedade de princípios ativos. 

Torná-las acessíveis aos usuários do Sistema Único de Saúde (SUS) pode 

proporcionar ampliação das opções terapêuticas, além de promover inclusão 

social e melhoria da atenção à saúde [3].  Sugere-se a realização de novos 

estudos mais aprofundados, que incluam número maior de modelos 

experimentais, para proporcionar melhor compreensão dos mecanismos de ação 

do fitoterápico, de forma a desfazer as possíveis divergências que existem na 

literatura.  
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ANEXO 1 - PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA E PESQUISA 
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ANEXO 2 - NORMAS DA PAIN ® - THE JOURNAL OF THE INTERNATIONAL 
ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN. 
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