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RESUMO 

 

A artrite na articulação temporomandibular se apresenta como um dos diagnósticos 

diferenciais nas disfunções temporomandibulares e, apesar de ser uma importante 

condição clínica, seus mecanismos ainda não são completamente compreendidos. 

O quiabeiro (Abelmoschus esculentus Moench.) além de ser utilizado na 

alimentação, também é utilizado em medicina nos casos de pneumonia, bronquites e 

tuberculose pulmonar, atuando também como laxante. Alguns autores sugerem que 

os testes de atividade biológica da lectina da farinha de sementes, previamente 

purificada, apresentaram atividade anti-inflamatória e antinociceptiva. O objetivo do 

presente estudo foi avaliar a atividade antinociceptiva e anti-inflamatória da lectina 

de Abelmoschus esculentus (AEL) no modelo de hipernocicepção inflamatória 

induzida por zymosan (Zy) na articulação temporomandibular (ATM) de ratos. Ratos 

Wistar machos (180-240g) foram pré-tratados (i.v.) com AEL (0,01, 0,1 ou 1 mg/kg) 

30 min antes da injeção intra-articular (i.art.) de Zy (2mg) ou salina (grupo sham) na 

ATM esquerda. Grupos controles receberam salina estéril (40 µL; i.art.) ou 

indometacina (5 mg/kg; s.c). Para analisar o envolvimento da via da HO-1 no efeito 

antinociceptivo e anti-inflamatório mediado por AEL, os animais foram pré-tratados 

(3 mg/kg, s.c.) com um inibidor específico da enzima hemeoxigenase 1 (HO-1) (zinco 

protoporfirina IX – ZnPP-IX) e para investigar o envolvimento da via do óxido nítrico, 

animais foram pré-tratados (aminoguanidina 30 mg/kg, i.p.) com um inibidor seletivo 

para a enzima óxido nítrico sintetase induzível (iNOS). O efeito antinociceptivo foi 

avaliado pelo teste de Von Frey na 4ªh após a injeção de Zy. Na 6ªh após a injeção 

i. art. de Zy, os animais foram submatidos a eutanásia, sendo removido tecido 

periarticular e gânglio trigeminal (GT), para dosagem de  TNF-α e IL-1β pelo método 

ELISA e coletado o lavado sinovial, para contagem total de leucócitos e avaliação da 

atividade de mieloperoxidase (MPO). Também foi removida a ATM para análise 

histopatológica (H&E) e imunohistoquímica para TNF-α, IL-1β e HO-1 . Em uma 

outra sequência de experimentos, segui-se AEL  prévio ao Zy e, 30 min antes da 

eutanasia, Azul de Evans (5mg/kg, .i.v.) foi administrado para avaliar 

extravasamento plasmático. Observou-se que AEL nas doses de 0,01, 0,1 e 1 mg/kg 

aumentou significativamente (p˂0,05) o limiar de hipernocicepção inflamatória 

comparado ao grupo Zy. AEL (1mg/kg) reduziu significativamente (p˂0,05) os níveis 

de TNF-α e IL-1β no tecido periarticular e no GT quando comparado ao grupo Zy, 
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sendo semelhante (p˂0,05) ao grupo sham. AEL 1 mg/kg reduziu consideravelmente 

(p˂0,05) o influxo celular, a atividade de MPO, o infiltrado celular inflamatório na 

membrana sinovial da ATM e o extravasamento plasmático quando comparado ao 

grupo Zy. AEL também foi capaz de aumentar a imunomarcação de HO-1 e diminuir 

a expressão de TNF-α e IL-1β na membrana sinovial da ATM. Os efeitos de AEL não 

foram observados quando na presença de ZnPP-IX. A Lectina de Abelmoschus 

esculentus reduz a hipernocicepção inflamatória na ATM de ratos induzida por 

zymosan e seus efeitos parecem depender da redução dos níveis de TNF-α e IL-1β 

e da integridade da via da HO-1. 

 

Palavras-chave: Abelmoschus esculentus, articulação temporomandibular, 

hipernocicepção, HO-1, lectina. 
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ABSTRACT 

Abelmoschus esculentus (Okra), an African plant cultivated in northeastern Brazil, is 

used for different medicinal purposes. Here we investigated Abelmoschus esculentus 

lectin (AEL) efficacy in zymosan-induced temporomandibular joint (TMJ) 

inflammatory hypernociception in rats. Rats were pretreated with AEL (0.01, 0.1 or 1 

mg/kg) before zymosan (Zy) injection in the TMJ. Further, rats were pretreated with 

ZnPP-IX (3 mg/kg), a specific HO-1 inhibitor, or aminoguanidine (30mg/kg), a 

selective iNOS inhibitor, before AEL. Von Frey test was used to evaluate 

hypernociception. 6 h after Zy synovial fluid was collected for leukocyte counting and 

myeloperoxidase (MPO) activity; and TMJ tissue for histopathological analysis (H&E) 

and immunohistochemistry for TNF-α, IL-1β, and HO-1. Vascular permeability was 

evaluated by Evans Blue extravasation. Also, TMJ tissue and trigeminal ganglion 

were removed for TNF-α and IL-1β dosage (ELISA). AEL increased nociceptive 

threshold. AEL reduced cell influx, MPO activity, cell influx in synovial membrane, 

and Evans Blue extravasation. AEL increased HO-1 expression while decreased 

both TNF-α and IL-1β expression. AEL effects were not observed in the presence of 

ZnPP-IX. AEL reduced TNF-α and IL-1β levels in both TMJ tissue and trigeminal 

ganglion. AEL efficacy in zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in 

rats depends on TNF-α/IL-1β inhibition and HO-1 pathway integrity. 

 

Keywords: Abelmoschus esculentus, temporomandibular joint, hypernociception, 

HO-1 pathway, lectin.  
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Dor Orofacial e Disfunções Temporomandibulares 
 

A artrite na articulação temporomandibular (ATM) se apresenta como um dos 

diagnósticos diferenciais nas disfunções temporomandibulares (DTM) que, por sua 

vez, engloba um grupo de condições musculoesqueléticas e neuromusculares 

envolvendo as ATMs, os músculos mastigatórios e todos os tecidos associados. Os 

sinais e sintomas associados com essas disfunções são diversos e podem incluir: 

dificuldade em mastigar, falar, e outras funções orofaciais, estando frequentemente 

associadas com dor persistente. As formas crônicas das DTM são extremamente 

incapacitantes, podendo acarretar afastamento ou incapacidade nas atividades 

laborais e/ou sociais, resultando em diminuição da qualidade de vida dos seus 

pacientes (AMERICAN ASSOCIATION FOR DENTAL RESEARCH, 2010). 

 A Associação Internacional para os Estudos da Dor (IASP, 2008), define a dor 

como uma experiência sensorial e emocional desagradável, associada a dano 

tecidual real ou potencial ou descrita em termos desse dano, estando presente no 

processo inflamatório e exercendo também papel de defesa e alerta do organismo. A 

dor é um dos sinais clássicos do processo inflamatório e decorre, inicialmente, da 

sensibilização dos nociceptores, além de estar presente como sintoma de muitas 

desordens clínicas, que afetam uma grande parcela da população, causando 

prejuízos à qualidade de vida (PORRECA et al., 2002; VERRI-JUNIOR et al., 2006).    

A dor orofacial, por sua vez, é descrita como toda dor associada a tecidos 

moles ou mineralizados da cavidade oral e da face ou descrita como dores referidas 

a essa região envolvendo estruturas como pele, vasos sanguíneos, ossos, dentes, 

periodonto, articulações, glândulas, estruturas nervosas, músculos, córnea, 

meninges, seios da face e mucosa nasal, segundo a Sociedade Brasileira de 

Cefaleia (SBC, 2010). A dor orofacial envolve um grande grupo de condições como 

disfunção temporomandibular, cefaléias secundárias, neuropatias, dores 

odontogênicas e advindas da mucosa oral e dor facial idiopática (SHINAL; 

FILLINGIM, 2007). As características comuns de tais condições são a hiperalgesia 

mecânica primária ou hipersensibilidade no local da lesão e a hiperalgesia mecânica 

secundária, assim como pode ocorrer alodinia (SHIBUTA et al, 2012). 

 Sua presença ou sua cronificação, portanto, pode comprometer a qualidade de 

vida dos pacientes, alterando suas atividades profissionais, afetando suas relações 
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emocionais, sociais e familiares e implicando ainda aumento dos gastos financeiros 

para os serviços públicos de saúde (ALMEIDA et al., 2004).  

Estudos demonstraram que a dor na região orofacial atinge boa parte da 

população mundial com prevalência de 22% da população com mais de 18 anos 

relatando alguma dor na região orofacial, esses dados apenas nos EUA (LIPTON  et 

al., 1994). Já dor orofacial em sua fase crônica se encontra em cerca 10% da 

população adulta e mais de 50% em idosos. Nas mulheres com aproximadamente 

40 anos, a dor orofacial é mais frequente do que nos homens, na relação de 2:1 

(SHINAL; FILLINGIM, 2007). Diante dessa importância, se faz mister o 

aprofundamento no estudo da fisiopatologia da dor orofacial na perspectiva de 

diagnóstico mais acurado e de terapêuticas mais eficazes. 

Dor nas estruturas articulares e musculares é um dos mais importantes sintomas 

de pacientes com DTM e uma fonte comum de dor orofacial crônica. A artrite na 

articulação temporomandibular (ATM) se apresenta como um dos diagnósticos 

diferenciais nas disfunções temporomandibulares (DTM) que, por sua vez, engloba 

um grupo de condições musculoesqueléticas e neuromusculares envolvendo as 

ATMs, os músculos mastigatórios e todos os tecidos associados. Os sinais e 

sintomas associados com essas disfunções são diversos, estando frequentemente 

associadas com dor aguda ou persistente. As formas crônicas das DTMs são 

extremamente incapacitantes, podendo acarretar afastamento ou incapacidade nas 

atividades laborais e /ou sociais, resultando em diminuição da qualidade de vida dos 

seus pacientes (GREENE et al., 2010). No entanto, o papel das citocinas e 

moduladores das vias da heme-oxigenase e do óxido nítrico na fisiopatologia 

inflamatória em articulação temporomandibular ainda não foi completamente 

elucidado.  

Trabalhos têm relatado que a inflamação articular exerce o papel de sensibilizar 

nociceptores, causando hiperalgesia, aumentando a excitabilidade dos neurônios 

aferentes primários. A dor articular pode, ainda, causar hiperatividade dos músculos 

mastigatórios, o que perpetua a condição da dor facial (YU  et al., 1995; SESSLE, 

2002; TAKEUCHI et al., 2004; TAKEDA et al., 2006). A dor pode estar acompanhada 

de ruídos articulares como estalido e crepitação. Os sintomas associados às DTMs 

podem incluir cefaleia secundária, dor cervical, sintomas otológicos como zumbido, 

otalgia, barohipoacuisia e distúrbios do sono (CIANCAGLINI; RADAELLI, 2001; LAM 

et al., 2005; YATANI  et al., 2002).  
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Dados epidemiológicos sugerem que cerca de 6 a 12 % da população apresenta 

sintomas de DTM, e que são gastos por ano cerca de 10 bilhões de dólares no 

tratamento desta desordem nos Estados Unidos (EUA) (MILAM, 2003). No Brasil, foi 

encontrado pelo menos um sintoma de DTM em 39,2 % da população, e relato de 

dor na ATM em 25,6 % da população, ressaltando sempre uma maior prevalência 

pelo sexo feminino (GONÇALVES et al., 2010).  

A despeito dos achados clínicos, a caracterização dos mecanismos celulares e 

moleculares que formam a base da dor orofacial advinda da ATM, assim como seu 

diagnóstico e tratamento, ainda carece de maior estudo. Neste sentido, estratégias 

que busquem a elucidação da fisiopatologia das DTMs, através do desenvolvimento 

de ferramentas que possam afetar seu curso evolutivo, contribuirão sobremaneira 

para a melhoria da qualidade de vida dos pacientes.  

Considerando-se o caráter multifatorial da etiologia das DTMs, o diagnóstico 

diferencial é mister para o correto tratamento, uma vez que o paciente geralmente 

busca o tratamento quando um quadro de dor crônica já encontra-se instalado (mais 

de 3 meses), sendo, portanto, algumas vezes necessário lançar mão de várias 

abordagens farmacológicas, incluindo drogas de ação periférica e central para dirimir 

o quadro de doloroso e extremamente incapacitante. 

Apesar do curso extremamente incapacitante das DTM, nenhuma das 

intervenções terapêuticas disponíveis na atualidade é curativa, limitando-se, portanto 

a aliviar os sinais e sintomas da doença. A compreensão da fisiopatologia da artrite 

ATM, elucidando os mediadores inflamatórios envolvidos no surgimento de suas 

alterações inflamatórias poderá contribuir para a introdução de novas abordagens 

terapêuticas mais específicas, trazendo benefícios superiores a um tratamento 

paliativo. 

Pesquisas clínicas e experimentais sobre patogênese e mediadores envolvidos 

na dor, na inflamação e em processos degenerativos da articulação 

temporomandibular (ATM) vêm sendo desenvolvidas nessas duas últimas décadas. 

Alguns mecanismos já foram propostos, mas não se tem ainda uma total 

compreensão de como se desencadeiam plenamente esses processos. Citocinas 

como interleucina-1 beta (IL-1β), fator de necrose tumoral alfa (TNFα), interleucina-6 

(IL-6), interleucina-8 (IL-8), e outros mediadores como serotonina (5-HT), 

neuropeptídeos, protaglandinas (PGs) como PGE2 e PGJ2,  leucotrienos (LTs), 

imunoglobulinas, óxido nítrico (NO) e receptores opióides µ e κ já foram descritos 
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como importantes nesse processo (ALSTERGREN et al., 2000; QUINN et al., 2000; 

YAMAZA et al., 2003; KANEYAMA et al., 2002; 2005a; 2005b; FREDRIKSSON et 

al., 2005; CHANG; ISRAEL, 2005; KYRKANIDES et al., 2007; VERNAL et al., 2008; 

CHICRE-ALCÂNTARA et al., 2012; QUINTEIRO et al., 2012).  

Estudos sugerem que IL-1 sensibiliza nociceptores e causa hiperalgesia, 

devendo atuar na fisiopatologia da dor articular advinda da ATM (WATKINS et al., 

1994; ALSTERGREN et al., 1998, 2003). Exerce também as funções de ativar 

sinoviócitos tipo B (fibroblastos-símile) a estimular a síntese de outras citocinas 

como IL-6, IL-8 e de estimular a produção de PGs, exercendo seu papel 

fundamental na amplificação e na perpetuação da resposta inflamatória articular 

(OGURA et al., 2002; OGURA et al., 2005; SATOH et al., 2009). 

Kubota et al. (1998) mostraram haver relação entre a presença de IL-1 e o 

desenvolvimento de osteoartrite na ATM. Alstergren et al. (1998; 1999), Kaneyama 

et al. (2002), Matsumoto et al. (2006) e Vernal et al. (2008) observaram aumento da 

dosagem de IL-1 em ATMs acometidas por processo inflamatório quando 

comparado a articulações normais, e sugeriram relação entre IL-1 e sintomatologia 

dolorosa, limitação nos movimentos mandibulares e desarranjos internos articulares. 

Ijima et al. (2001) demonstraram que também IL-1 é capaz de induzir síntese de 

MMPs por condrócitos e células do disco articular. Tominaga et al. (2004) 

reafirmaram a participação de IL-1 na patogênese das DTMs, assim como 

Nishimura et al. (2004) ao mostrar que, nos casos de insucesso na realização de 

artrocentese, IL-1 e IL-6 continuavam presentes no líquido sinovial articular. 

Experimentalmente,  foi detectada IL-1β no lavado sinovial da ATM na artrite 

induzida por antígeno (albumina) (TOMINAGA et al., 2001; QUINTEIRO et al., 2012) 

e por carragenina (DENADAI-SOUZA et al., 2009). 

Sabe-se que fator de necrose tumoral alfa (TNF)  exerce funções de ativar 

linfócitos, de estimular a síntese de outras citocinas como IL-1β e IL-6, de estimular 

a produção de PGs em sinoviócitos tipo B (fibroblastos-símile), o que estimula a 

síntese de colagenases e ativa osteoclastos (CUNHA et al., 1992; ALSTERGREN, 

2000; EMSHOFF et al., 2000; OGURA et al., 2005; KE et al., 2007). 

Foram encontrados níveis elevados de TNF em ATMs sintomáticas quando 

comparados a articulações normais (SHAFER et al., 1994; NORDAHL et al., 2000; 

EMSHOFF et al., 2000). TNF provavelmente atua na sensibilização de 
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nociceptores indiretamente, por desencadear o aumento da produção de IL-1β, 

exercendo papel importante nos processos de hiperalgesia e alodinia participando 

da fisiopatologia da dor articular da ATM (NORDAHL et al., 2000). 

Autores como Fu et al. (1995), Emshoff et al. (2000), Kaneyama et al. (2002) e 

Vernal et al. (2008) discutiram que TNF está envolvido na etiopatogênese da 

sinovite e da degeneração cartilaginosa em pacientes com DTM. Suzuki et al. (2002) 

e Matsumoto et al. (2006) afirmaram que TNF participa também da etiopatogênese 

de desarranjos internos articulares. Experimentalmente,  foi detectado TNF no 

lavado sinovial e em tecidos da ATM na artrite induzida por antígeno (albumina)  

(SUKEDAI et al., 2004; HIROTA et al., 2006; QUINTEIRO et al., 2012) e por 

carragenina (DENADAI-SOUZA et al., 2009). 

Felizmente, os sistemas biológicos dispõe de vias contra-regulatórias que 

também modulam a resposta inflamatória, ativando sistemas de defesa em células 

expostas ao estresse, promovendo um feedback negativo na ativação celular e 

geração de mediadores inflamatórios. Neste sentido, a via da hemeoxigenase (HO) 

mostra sua relevância. Nosso grupo de pesquisa foi o primeiro a demonstrar o 

envolvimento da via da hemeoxigenase-1 na dor orofacial, trabalhando com o 

modelo experimental de hipernocicepção inflamatória articular (CHAVES, 2012). 

Sabendo que essa via exerce uma ação importante anti-nociceptiva e 

antiinflamatoria, pretendemos então investigar sua interação com oxido nítrico e as 

citocinas TNFα e IL-1β. 

A hemeoxigenase (HO) foi originalmente identificada em 1969 por Tenhunen et 

al. que caracterizaram a atividade da enzima, assim como sua localização celular. A 

HO é uma enzima microssomal que catalisa a degradação do heme em monóxido 

de carbono (CO), biliverdina (BVD) e ferro (ABRAHAM et al., 1988). Uma vez que o 

grupo heme em sua forma livre é potencialmente tóxico para a célula, por estimular 

a produção de radicais livres, aumentar a permeabilidade vascular, a expressão de 

moléculas de adesão e a infiltração de neutrófilos para o sítio inflamatório, HO 

exerce sua ação citoprotetora degradando-o e gerando seus produtos finais 

(ALCARAZ et al., 2003).  

Três isoformas da HO (HO-1, HO-2 e HO-3) foram identificadas (MAINES et al., 

1988; MCCOUBREY et al., 1997). A ativação de HO-1, a forma induzida da HO, 

resulta em redução do dano oxidativo e apoptose, reduzindo eventos inflamatórios 
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como edema, migração celular e produção de citocinas pró-inflamatórias). HO-2 e 

HO-3 são as formas constitutivas expressas na maioria dos tecidos (ALCARAZ et al., 

2003). 

Ressalta-se que parece não existir outra enzima que responda à tamanha 

variedade de estímulos. Com base nestas observações foi sugerido que a indução 

da HO-1 representa, pelo menos em parte, um mecanismo de defesa. A saber, a 

maioria dos camundongos que sofreram deleção gênica da HO-1 não sobreviveram 

após o nascimento, e aqueles que sobreviveram apresentaram retardo no 

crescimento e anemia normocrômica, morrendo dentro do primeiro ano de vida 

(ALCARAZ et al., 2003). 

Ainda, a análise histopatológica revelou que os rins e o fígado desses animais 

apresentaram deposição de ferro e demonstraram intensa reação inflamatória 

caracterizada por hepatoesplenomegalia e leucocitose. Além disso, em 2002, foi 

descrito na literatura o primeiro caso de deficiência da expressão da HO-1 em 

humanos. Esse indivíduo apresentava alterações semelhantes àquelas observadas 

nos animais deficientes de HO-1, incluindo retardo do crescimento, anemia, 

leucocitose e sensibilidade aumentada ao estresse oxidativo (KAWASHIMA et al., 

2002). 

Vários estudos vêm demonstrando que a HO-1, seu substrato heme e seus 

produtos, CO e BVD, são capazes de modular o processo inflamatório. HO-1 é 

geralmente expressa em condições de estresse oxidativo, isquemia e reperfusão e é 

estimulada por citocinas pró-inflamatórias, NO, endotoxinas e heme, o seu substrato, 

representando um mecanismo de defesa celular que pode modular a resposta 

inflamatória (YACHIE et al., 2003).  

De fato, HO-1 é induzida em uma variedade de células como endotélio, 

monócitos/macrófagos, neutrófilos e fibroblastos (ALCARAZ et al., 2003; VICENTE 

et al., 2003). Um aumento da atividade da HO-1 nessas células exerce um 

importante papel no sistema de defesa antioxidante, na redução de radicais livres, 

na inibição da proliferação celular e de apoptose, assim como reduz a migração de 

neutrófilos, a exsudação, a liberação de mediadores pró-inflamatórios e a expressão 

de moléculas de adesão (ALCARAZ et al., 2003; PAE et al., 2004). Por outro lado, a 

inibição da HO-1 pelo Zinco protoporfirina-IX (ZnPP-IX), um inibidor específico de 

HO-1, aumenta a expressão das moléculas de adesão e a liberação de mediadores 
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pró-inflamatórios (HUALIN et al., 2012), sugerindo um possível efeito anti-

inflamatório da via da HO-1/BVD/CO. 

O monóxido de carbono (CO), produto da via HO-1/BVD/CO, tem sido 

reconhecido como um gás nocivo e perigoso, entretanto, em 1949, Sjostrand 

mostrou que o CO poderia ser sintetizado endogenamente, e Marks et al., em 1991, 

mostraram que o CO assumia funções biológicas. A saber, CO exibe algumas 

propriedades semelhantes ao NO, incluindo a geração de GMPc (guanilato 

monofosfato cíclico), atuando na regulação no tônus vascular, sinalização neuronal 

(neurotransmissor e neuromodulador), inibição de apoptose e da síntese de 

mediadores inflamatórios, incluindo citocinas, NO e PGs (PETRACHE et al., 2000; 

BARANANO; SNYDER, 2001). Além disso, o CO reduz respostas inflamatórias em 

diversos modelos de estresse oxidativo (OTTERBEIN et al., 2003). 

Há evidências de que o CO module a sinalização intracelular através da via de 

sinalização JNK, levando à redução da proteína 1 ativadora, e também através de 

sistemas de transdução de sinais via GMPc) (OTTERBEIN et al., 2000). Esses 

efeitos bioquímicos resultam na inibição da síntese de citocinas pro inflamatórias 

como IL-1β, TNFα e IL-8 e aumento da síntese de citocinas anti-inflamatórias como 

IL-10 (KOBAYASHI et al., 2006; GUILLEN et al., 2008). De fato, a via HO-

1/CO/GMPc está envolvida na modulação periférica e espinhal da dor tanto 

inflamatória quanto não inflamatória (NASCIMENTO; BRANCO, 2007, 2008; 

CARVALHO et al., 2011). Apesar dessas observações, as ações biológicas do CO 

na manutenção da homeostase, assim como durante processos patológicos, ainda 

demandam de maiores investigações.  

A biliverdina, também um dos produtos da via HO-1/BVD/CO, exerce ação 

antioxidante e é capaz de reduzir a migração de neutrófilos, exsudação e a 

expressão de proteínas de adesão (VICENTE et al., 2003). Foi demonstrada que a 

administração de bilirrubina em ratos modula a expressão de moléculas de adesão 

(selectinas P e E) em resposta ao LPS, sugerindo que a bilirrubina possui 

propriedades anti-inflamatórias (VACHHARAJANI et al., 2000). A dosagem dos 

níveis de bilirrubina, portanto, representa uma medida indireta da ativação da via 

HO-1. Desta forma, processos patológicos que promovam redução nos níveis de 

bilirrubina podem afetar a viabilidade celular durante períodos de estresse reativo.  

Enquanto a biliverdina é convertida em bilirrubina, o ferro, outro  produto da HO-

1, estimula a síntese de ferritina. Ambos, bilirrubina e ferritina, atuam como agentes 



26 
 

antioxidantes (ALCARAZ et al., 2003). Kobayashi et al. (2006) afirmaram que o CO, 

em contrapartida à ferritina e bilirrubina, era o responsável pela regulação da 

expressão endógena e da indução química de HO-1 sobre a síntese de citocinas. 

Embora os eventos bioquímicos através dos quais a HO-1 exerça sua ações anti-

inflamatória e citoprotetora ainda careça de maiores elucidações, indubitavelmente, 

CO, BVD e ferro estão envolvidos nessa mediação. Portanto, a via HO-1/BVD/CO 

tornou-se foco de interesse para estudo na regulação e função sobre patologias 

humanas. 

Tem-se demonstrada a participação da via HO-1/BVD/CO tanto na artrite em 

humanos quanto em modelos experimentais de artrite induzida. Em cultura de 

osteoblastos e condrócitos estimulados por IL-1β, obtidos de pacientes com 

osteoartrite em joelhos, observou-se que a indução de HO-1 reduziu a expressão de 

MMPs, a produção de citocinas pro inflamatórias como TNFα e IL-6, assim como de 

PGE2, nitrito, TGFβ2 (fator transformador de crescimento), TGFβ3, e a atividade das 

enzimas iNOS, COX-2 e mPGES-1 (microssomal prostaglandina E sintase-1)  

(GUILLÉN et al., 2008; MEGIAS et al., 2009; CLERIGUES et al., 2012a, 2012b). 

Também em cultura de condrócitos com IL-1β, TNFα e IL-17, obtidos de pacientes 

com osteoartrite, observou-se redução da expressão de HO-1, porém, quando 

incubados com IL-10 ou nitroprussiato de  sódio (doador de NO), houve aumento da 

expressão de HO-1, embora altos níveis de NO gerado a partir da incubação com IL-

1β não aumentaram expressão de HO-1 (VALVASON et al., 2008).  

Em sioviócitos de pacientes com artrite reumatóide (AR), cultivados com IL-1β, a 

estimulação de HO-1 reduziu a expressão de fosfolipase A2 (PLA2) via inibição do 

fator de transcrição AP-1 (CHI et al., 2012). Também, em cultura de sinoviócitos com 

LPS de pacientes com artrite reumatóide (AR), a síntese de HO-1 foi estimulada por 

IL-1β e TNFα, e inibida por IFN-γ (interferon gama) (KITAMURA et al., 2011), assim 

como a estimulação de HO-1 inibiu o fator de transcrição NF-κB inibindo a 

expressão de IL-1β, TNFα e IL-6 (PARK et al., 2010). 

A expressão de HO-1 é aumentada em pacientes com osteoartrite e artrite 

reumatóide, sendo mais evidente na artrite reumatóide. Foi observado aumento da 

expressão de HO-1 em cartilagem articular, embora também tenha sido detectada 

HO-1 em articulações não inflamadas (FERNANDEZ et al., 2003). Foi identificada 

HO-1 tanto no tecido sinovial (KOBAYASHI et al., 2006) quanto no líquido sinovial, 

sendo muito pouco detectada em sinóvia de articulações normais (KITAMURA et al., 
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2011). Também, em pacientes com artrite idiopática juvenil, foi detectado aumento 

dos níveis de HO-1 sericamente (TAKAHASHI et al., 2009), e foi sugerido que a 

indução do gene para HO-1 reduz a progressão de artrite e o dano articular em 

pacientes com artrite reumatóide (WAGENER et al., 2008). 

Semelhante ao encontrado em pacientes, em modelo experimental de artrite 

aguda em camundongos, foi observado que a indução farmacológica de HO-1 

reduziu edema articular, degradação da cartilagem e proliferação de tecidos 

inflamados articulares, além de reduzir níveis de in IL-1β, IL-6 e TNFα, a secreção 

de PGE2 e a atividade de MMP-9 (BENALLAOUA et al., 2007). Cronicamente, em 

modelos de artrite autoimune induzida por colágeno e adjuvante de Freund em 

camundongos, entretanto, observou-se um efeito dual de HO-1. A indução de HO-1 

resultou em inibição de erosão na cartilagem e redução da fibrose articular, embora 

a inibição de HO-1 também tenha reduzido a inflamação articular e a destruição da 

cartilagem (DEVESA et al., 2005a¸ 2005b). Esse mesmo grupo de pesquisa, 

entretanto, mostrou, em artrite induzida por colágeno, que tanto inibidores da HO-1 

quanto compostos capazes de liberar CO promovem redução do infiltrado celular 

inflamatório, da inflamação articular e da destruição articular, assim como redução 

dos níveis de IL-1β, IL-2, IL-6, TNFα e PGE2, mostrando a importância de 

compostos que liberam CO no tratamento da artrite (FERRÁNDIZ et al., 2008; 

IBÁÑEZ et al., 2011). Confirmando esses dados, também em artrite induzida por 

colágeno, foi demonstrado que tanto biliverdina quanto CO reduziram a condição 

inflamatória e a destruição óssea (BONELLI et al., 2012). 

Outra via sinalizadora da resposta imune-inflamatória é a via do óxido nítrico 

(NO). O NO é formado através de uma reação catalisada pela enzima óxido nítrico 

sintase (NOS) em que o oxigênio molecular (O2) é fonte do oxigênio e a L-arginina é 

a fonte do nitrogênio de seu grupo guanidino terminal (MONCADA et al., 1991, 

1993).  Diversos tipos celulares são capazes de sintetizar NO, incluindo células 

endoteliais, macrófagos, neutrófilos (WRIGHT et al., 1989), fibroblastos (WERNER-

FELMAYER et al., 1990), osteoblastos e osteoclastos (EVANS; RALSTON, 1996), 

células neuronais (KNOWLES et al., 1989), sinoviócitos (MCINNES et al., 1996) e 

condrócitos (STADLER et al., 1991). 

Três isoformas distintas da NOS foram identificadas: uma isoforma neuronal 

(NOSn), inicialmente isolada do cérebro (SESSA et al.,  1992), uma endotelial 

(NOSe), isolada do endotélio (Lamas et al.,  1992) e uma isoforma induzida (iNOS), 
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isolada inicialmente de macrófagos (Xie et al.,  1992).  A NOSn e NOSe são 

expressas constitutivamente em seus tecidos de origem, portanto referidas como 

NOS constitutivas (NOSc), enquanto a iNOS é expressa durante processos 

patológicos. O NO pode ainda ser gerado independente de enzimas a partir do nitrito 

no ambiente ácido do estômago e farmacologicamente por compostos doadores de 

NO usados clinicamente como vasodilatadores (Moncada et al., 1993). 

O NO é produzido pelas células residentes articulares sinoviócitos e condrócitos, 

assim como por osteoblastos e osteoclastos, e também por células inflamatórias 

presentes durante patologias, de forma constitutiva ou induzida por mediadores 

como IL-1 e TNF (STADLER et al., 1991; MCINNES et al., 1996; EVANS; 

RALSTON, 1996).  

Em pacientes com artrite reumatóide (AR) e osteoartrite (OA), foi detectada 

elevada concentração de nitrito (produto da degradação do NO) e de s-

nitrosoproteínas (forma ativa estável de estoque do NO) no plasma e no fluido 

sinovial, aumento da excreção urinária de nitrato (produto da degradação do NO e 

presença de iNOS em células sinoviais, condrócitos e células do músculo liso 

vascular articulares (FARRELL et al., 1992; GRABOWSKI et al., 1997; HILLIQUIN et 

al., 1997). 

Em modelos animais de artrite por Streptococus, foi comprovado o aumento da 

produção do NO, de maneira que o uso de inibidores de sua síntese NG-monometil-

L-arginina (L-NMMA) reduziu o edema e o infiltrado celular (MCCARTNEY-FRANCIS 

et al., 1993). Em artrite induzida por colágeno, observou-se expressão de iNOS em 

tecido sinoviais (CANNON et al., 1996), sendo esta expressão inibida pela 

administração de inibidores seletivos da iNOS (aminoguanidina ou N-iminoetil-L-

lisina - L-NIL) (VERMEIRE et al.,  2000). Nosso grupo recentemente demonstrou que 

o NO participa na fisiopatologia da artrite induzida por zymosan na articulação 

temporomandibular (ATM) de ratos (CHAVES et al., 2011). Entretanto, alguns 

autores demonstraram um efeito dual do NO em modelo de artrite induzida pela 

injeção de zymosan em joelho de ratos, uma vez que a administração local de um 

doador de NO reduziu a dor inflamatória nesse modelo (ROCHA et al., 2002). Além 

disso, nesse mesmo trabalho os autores demonstraram que a administração 

profilática de inibidores da NOS reduziu a dor inflamatória (ROCHA et al., 2002).  

Neste sentido, apesar dos diversos trabalhos na literatura, o envolvimento do NO 

na fisiopatologia da artrite ainda carece de maiores elucidações, uma vez que o NO 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Grabowski+PS%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hilliquin+P%22%5BAuthor%5D
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parece promover ações pró-inflamatórias como aumento da permeabilidade 

vascular, produção de radicais livres capazes de causar danos teciduais, indução de 

cicloxigenase e de citocinas inflamatórias (MCINNES et al., 1996), concomitante à 

sua ação antiinflamatória, como inibição da adesão plaquetária e neutrofílica e 

redução da migração leucocitária ao sítio inflamatório (THOMASSEN; KAVURU, 

2001).  

Considerando-se que a resposta inflamatória é orquestrada por vários 

mediadores inflamatórios, um dos objetivos desse projeto foi avaliar a possível inter-

relação entre citocinas inflamatórias, HO-1 e NO na hipernocicepção articular 

inflamatória induzida por zymosan na ATM de ratos. 

As citocinas podem induzir a expressão da HO-1 em algumas situações através 

da geração de espécies reativas do oxigênio. Por outro lado, essa enzima pode 

modular a produção de citocinas pró ou anti-inflamatórias como parte de um 

processo fisiológico que limita a toxicidade das citocinas. Desta forma, o controle da 

produção de citocinas pode ser um importante mecanismo de atuação da HO-1 

(ALCARAZ et al., 2003). No modelo de bolsa de ar induzido por zymosan em 

camundongos demonstrou-se que a administração de hemina, substrato da HO-1, 

potencializou a indução dessa enzima ao mesmo tempo em que reduziu os níveis de 

TNF-α and IL-1β (VICENTE et al., 2003).  

A hipersensibilidade mecânica induzida pela injeção intra-plantar em ratos de 

TNF-α e IL-1β foi aumentada pelo pré-tratamento com ZnDPBG, inibidor da HO, 

sugerindo que a via HO/CO é ativada por essas citocinas (STEINER et al., 2001). 

Neste aspecto alguns autores demonstraram que TNF-α e IL-1β medeiam a super-

expressão de HO-1 em resposta ao LPS (VICENTE et al., 2003). 

A relação entre HO-1 e NO vem representando pauta de muitas investigações. 

De fato, os genes da HO-1 e iNOS são ativados simultaneamente após estimulação 

com zymosan de macrófagos peritoneais de camundongos (VICENTE et al., 2003). 

A indução da HO-1 é muito sensível a estímulos pró-oxidantes, de modo que NO ou 

espécies derivadas como o peroxinitrito induzem HO-1 em muitos tipos celulares 

(MOTTERLINI et al., 2002).  

HO-1 pode também estar associada com as ações citoprotetoras de baixas 

concentrações de NO através da geração de CO que previne a apoptose produzida 

por altas concentrações de NO (CHOI et al., 2003). Por outro lado, a atividade da 

HO-1 pode levar a inibição da expressão da iNOS, diminuindo a produção de NO. 
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Este mecanismo representa um controle da produção excessiva de NO, prevenindo 

seus efeitos citotóxicos (ALCARAZ et al., 2003). Neste sentido, alguns autores 

demonstraram que HO-1 reduz a produção de NO em macrófagos estimulados por 

endotoxinas, e em células epiteliais de intestino de humanos, onde a hemina inibiu a 

atividade da iNOS por citocinas (CAVICCHI et al., 2000).  

Ademais, foi demonstrado que HO-1 inibe a expressão de iNOS em modelos de 

inflamação intestinal (GUO et al., 2001). Ainda, foi demonstrado que um doador de 

NO (SNAP) aumentou a produção de bilirrubina no exsudado peritoneal induzido por 

carragenina, mostrando que o NO aumenta a atividade da HO (FREITAS et al., 

2006). Por outro lado, no modelo de bolsa de ar induzido por zymosan o uso de 

aminoguanidina, inibidor seletivo da NOSi, reduziu a expressão de HO-1, sugerindo 

a participação do NO nos mecanismos responsáveis pela síntese de HO-1 nesse 

modelo (VICENTE et al., 2003). 

Portanto, essas observações demonstram que citocinas, e as vias da HO-1 e do 

NO partilham características em comum, que fomentaram nosso interesse em 

investigar uma possível inter-relação entre esses mediadores no modelo de artrite 

na ATM por zymsan em ratos, o que poderá contribuir para a elucidação dos 

eventos celulares e moleculares envolvidos na resposta inflamatória.  

O caráter multifatorial da DTM dificulta não só o diagnóstico como também o seu 

tratamento. As intervenções terapêuticas farmacológicas disponíveis atualmente 

destinam-se ao controle da dor por meio do uso de drogas anti-inflamatórias não-

esteroidais (DAINES), agente semelhantes a morfina, anétesicos e várias 

substâncias não opiódes tem sido a abordagem, muitas vezes, de primeira escolha, 

para o alívio das dores e demais sintomas associados. Contudo, o tratamento deve 

priorizar intervenções conservadoras diante de quadros não-cirúrgicos e que não 

apresentem degeneração das partes moles e nem óssea da ATM (Cairns, 2010). 

Outras modalidades terapêuticas incluem placas oclusais, fisoterapia, exercícios 

madibulares, acupuntura, laserterapia, toxina botulínica, dentre outros (Okeson, 

2008; Fernandes et al., 2008).  

Neste sentido a busca de novas terapias, para o controle da dor inflamatória é 

de grande importância. Onde a investigação de novas fontes naturais que possam 

gerar novos fármacos mais efetivos e com baixa toxicidade, possuindo efeitos 

adversos mínimos assim como a elucidação de seu mecanismos moleculares 

envolvidos, vem se destacando na última década e despertado o interesse da 
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comunidade científica a fim de minorar os efeitos pró-inflamatórios advindos das 

DTMs. Dentre esses recursos naturais, podemos citar as lectinas (do Val et al., 

2014; Rivanor et al., 2014; Rodrigues et al., 2014). 

1.2 Hipernocicepção Inflamatória Induzida por Zymosan 
 

Vários modelos experimentais têm sido desenvolvidos para o estudo das algias 

e alterações inflamatórias da ATM. Alguns autores propõem a indução da 

osteoartrite através de procedimentos cirúrgicos (HELMY et al., 1988; ISHIMARU et 

al.., 1994; LEKKAS, 1994) ou mecânicos (IMAI et al., 2001), outros, entretanto, 

induzem alterações inflamatórias através da injeção intra-articular de estímulos 

químicos (ROVERONI et al., 2001; DENADAI-SOUZA et al., 2009).  

Zymonsan (Zy) é um polissacarídeo derivado da parede celular do fungo 

Saccharomyces cerevisae, sendo seu principal componente estrutural a β-glucana 

que apresenta propriedades imunoestimulatórias, capazes de ativar macrófagos e 

outras células mononucleares (DERBOCIO et al., 2005). Quando injetado 

intradérmica (RIDGER et al., 1997), intraperitoneal (AJUEBOR et al., 1998) ou intra-

articularmente (ROCHA et al., 1999) causa uma resposta inflamatória intensa que 

pode levar a uma sinovite erosiva grave (KEYSTONE et al., 1989) associada com 

hiperalgesia (TONUSSI; FERREIRA, 1992).  

No início, a inflamação mediada por zymosan foi caracterizada como a 

ativação da via alternativa do complemento, levando a produção da anfilotoxina C5a, 

com uma subsequente ativaçãi de monócitos levando ao acúmulo de um infiltrado 

neutrfílico. Zy é reconhecido pelo receptor dectina 1 que é expresso em monócitos, 

macrófagos, neutrófilos e células dendríticas. Após o reconhecimento, esse 

composto, estimula a produção de citocinas inflamatórias. Zymosan também é capaz 

de induzir a degranulação de mastócitos liberando aminas vasoativas como 

serotonina e histamina, além de gerar produtos do metabolismo do ácido 

araquidônico (WILLMENT, 2003; COATES & MCCOLL, 2001; VALE et al., 2006). 

Além de produzir reação inflamatória intensa, caracterizada por extensa sinovite, a 

artrite induzida por Zy também produz hipernocicepção (ROCHA et al., 1999). 

A injeção de Zy na cavidade articular de joelho provoca aumento da 

permeabilidade vascular levando a um edema local e ainda, acentuado influxo 

celular com predomínio de polimorfonucleares (PMNs), sendo a quantidade de 

células presentes no líquido sinovial máxima na sexta hora após a indução (ROCHA 
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et al., 2003). Posteriormente, desenvolve-se sinovite com infiltrado mononuclear e 

reação fibroblástica semelhante a uma sinovite crônica que caracteriza o pannus 

reumatoide (KEYSTONE et al., 1977). Em outros estudos foi sugerido a ocorrência 

da degradação da cartilagem articular e do osso subcondral na fase crônica da 

artrite induzida por zymozan (GEGOUT et al., 1995; BEZERRA et al., 2004). 

O modelo experimental de artrite na ATM de ratos foi estabelecido por 

Chaves et al. (2011). Os autores investigaram os eventos vasculares e celulares, 

além do envolvimento do NO na fisiopatologia da artrite induzida por Zy na ATM de 

ratos, sendo este estudo, o primeiro a ser realizado com o agente inflamatório Zy. 

Os resultados obtidos apresentaram uma hipernocicepção mecânica induzida por Zy 

com uma redução significativa do limiar mecânico durante a 4a e 6a h. Além disso, 

Zy aumentou o influxo de leucócitos, acompanhado da permeabilidade vascular, 

aumento da atividade da MPO e da formação de nitrito/nitrato no fluido da ATM na 

6a h após a indução da artrite. Análise imuno-histoquímica para iNOS mostrou um 

aumento na expressão dessa enzima em células do disco articular, sinoviais e 

condrócitos da cartilagem articular.  

1.3 Lectina de Abelmoschus esculentus 
 

O quiabeiro (Abelmoschus esculentus Moench.), espécie pertencente à 

família Malvaceae, é originário da África e desenvolve-se melhor nas regiões 

tropicais, subtropicais e nas áreas mais quentes nas zonas temperadas, 

desenvolvendo-se bem em temperaturas entre 18 e 35ºC (CASTRO, GODOY E 

CARDOSO, 2008).  

Segundo Panero e colaboradores (2009) possui alto valor nutritivo, medicinal 

e comercial, tem um ciclo vegetativo rápido, de fácil cultivo e de alta rentabilidade. 

Além de ser usado na alimentação, também é utilizado em medicina nos casos de 

pneumonia, bronquites e tuberculose pulmonar, atuando também como laxante. 

Ainda segundo esses autores, os testes de atividade biológica da lectina de farinha 

de sementes previamente purificada apresentaram atividade anti-inflamatória, 

antinociceptiva e não apresentou citoxicidade frente hemácias do sistema ABO. 

Ainda, pré-tratamento (i.v.) de ratos com a lectina de Abelmoschus esculentus (0,01; 

0,1 ou 1mg/kg) reduziu de forma significativa e dose dependente o edema de pata 

induzido por carragenina (15%, 21,6% e 44%, respectivamente).  
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A origem da palavra lectina é proveniente do latim, “legere” que significa 

selecionar ou escolher e foi utilizado para definir uma classe de aglutininas de 

plantas superiores (BOYD et al., 1954). Muitas definições foram dadas ao longo dos 

anos, na tentativa de melhor conceituá-las. No entanto, a definição mais aceita na 

comunidade científica foi proposta por Peumans & Van Damme (1995), na qual 

lectinas são proteínas ou glicoproteínas de origem não imune contendo pelo menos 

um domínio não catalítico que se liga reversivelmente a mono ou oligossacarídeos 

específicos. Essa ligação a resíduos de carboidratos pode ser de alta especificidade, 

mas não altera a estrutura química dos ligantes. As lectinas possuem ampla 

distribuição na natureza e já foram encontradas em bactérias, fungos, algas, plantas 

superiores, vertebrados, invertebrados e vírus (LIS & SHARON, 1986; RÜDIGER & 

GABIUS, 2001).  

As lectinas são proteínas que apresentam grande variedade em tamanho, 

estrutura e organização molecular, possuindo, em comum, a capacidade de 

reconhecer e interagir com sítios contendo glicoconjugados. Devido a essa 

capacidade de interação a carboidratos, as lectinas podem se ligar a certos 

componentes da membrana das células sanguíneas, ocasionando aglutinação, 

constituindo o principal atributo para sua detecção, purificação e caracterização (LIS 

& SHARON, 1998).  

Nas últimas décadas, pesquisadores têm voltado sua atenção à utilização de 

recursos naturais na perspectiva de avaliar a eficácia e segurança dos mesmos 

(Cairns, 2010). A utilização de substâncias naturais como a Tephrosia toxicaria e 

Caulerpa cupressoides, assim como lectinas e polissacarídeos advindos de algas 

marinhas no tratamento das condições inflamatórias das DTMs, já foi demonstrada 

pelo nosso grupo de pesquisa em ensaios pré-clínicos (do Val et al., Rivanor et al., 

2014; Rodrigues et. al., 2014). Ademais, atividade inflamatória, anti-inflamatória, anti-

nociceptiva (Alencar et al., 2007; Assreuy et al., 2009; Rangel et al., 2011; 

Figueiredo et al., 2009), e ausência de citoxicidade aguda e crônica na utilização de 

lectinas (Sabitha et al., 2011; Kumar et al., 2009) também foram constatadas.  

Diversas são as investigações que têm descrito as atividades biológicas das 

lectinas tem aumentando o interesse e segurança na utilização dessas proteínas 

para fins terapêuticos, como, por exemplo, estudos que mostram a utilização de uma 

variedade vegetal dessa proteína na modulação da ligação de insulina ao seu 
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receptor de fator de crescimento 1, a síntese de óxido nítrico e até mesmo inibição 

do sistema nervoso central, através do mecanismo dependente de GABA 

(Maniskosa et al., 2008; Vasconcelos et al., 2009).  

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo investigar a eficácia anti-

nociceptiva e anti-inflamatória da lectina de Abelmochus esculentus no modelo de 

hipernocicepção inflamatória induzida por zymosan na articulação 

temporomandibular de ratos. Foi avaliado ainda, com base em estudos prévios da 

literatura, o envolvimento das vias da hemeoxigenase, óxido nítrico e das citocinas 

pró-inflamatórias TNF-α e IL-1β sobre a eficácia de AEL. 
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2. HIPÓTESES 

 

1) A administração da lectina de Abelmoschus esculentus reduz a 

hipernocicepção inflamatória induzida pela injeção de zymosan na articulação 

temporomandibular (ATM) de ratos, assim como os parâmetros inflamatórios 

(migração celular, atividade de mieloperoxidase e expressão de proteínas 

inflamatórias) observados durante o curso evolutivo da hipernocicepção inflamatória 

induzida pela injeção de zymosan na ATM de ratos.  

 

2) A constatação da eficácia da lectina de Abelmoschus esculentus nesse 

modelo permitirá a oferta de uma terapia nas DTM com baixa toxicidade, 

aumentando a adesão do paciente e as chances de êxito da terapia, contribuindo 

para uma melhor qualidade de vida dos pacientes que padecem destes processos 

inflamatórios dolorosos. 
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3. JUSTIFICATIVA E RELEVÂNCIA  

 

A artrite na articulação temporomandibular (ATM), é uma doença inflamatória 

de etiologia multifatorial, com grande comprometimento funcional, reduzindo a 

qualidade de vida dos indivíduos acometidos. Apesar de seu potencial destrutivo e 

extremamente incapacitante, nenhuma das intervenções terapêuticas disponíveis na 

atualidade é curativa, limitando-se portanto a aliviar os sinais e sintomas da doença. 

A compreensão da fisiopatologia da artrite na ATM, elucidando os mediadores 

inflamatórios envolvidos no surgimento das alterações destrutivas desse processo 

nosológico, poderia contribuir para a introdução de novas abordagens terapêuticas 

mais específicas que trariam benefícios superiores a um tratamento paliativo. 

Inúmeros estudos versando sobre a fisiopatologia dos fenômenos dolorosos e 

inflamatórios da ATM, os eventos moleculares que formam a base desse processo 

nosológico ainda carecem de maiores elucidações. Neste aspecto, estudos pré-

clínicos que possam elucidar os caminhos da dor durante o curso da artrite na ATM 

poderão contribuir sobremaneira para o desenvolvimento da ciência básica, 

fornecendo substrato para a pesquisa clínica de modo a assegurar uma melhor 

qualidade de vida para esses doentes, com a possibilidade de desenvolvimento de 

opções terapêuticas eficazes e seguras. 

O conhecimento sobre produtos naturais é, muitas vezes, o único recurso 

terapêutico de variadas comunidades e grupos étnicos em todo o mundo. A 

pesquisa de recursos naturais tem-se revelado promissora na descoberta de 

ferramentas farmacológicas que podem ser utilizadas para testes de novas 

substâncias ou mesmo em testes diagnósticos. Essa prática vem despertando nas 

últimas décadas a atenção da comunidade científica na perspectiva de avaliar a 

eficácia e segurança desses recursos naturais. 

A despeito da rica biodiversidade da flora nacional e do uso de plantas 

medicinais pelas comunidades para alívio de processos inflamatórios dolorosos, a 

literatura ainda carece de estudos que demonstrem o uso desses produtos nas 

DTMs. Neste sentido, o esclarecimento de um possível papel da lectina de 

Abelmoschus esculentus sobre a geração dos principais mediadores inflamatórios 

que participam na hipernocicepção inflamatória induzida por zymosan na ATM de 

ratos poderá contribuir para a introdução de uma nova abordagem terapêutica no 

tratamento dessa patologia.  
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4. OBJETIVOS  

 

4.1 Geral 

Avaliar a eficácia antinociceptiva e anti-inflamatória da lectina de 

Abelmoschus esculentus no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por 

zymosan na articulação temporomandibular (ATM) de ratos. 

 

4.2  Específicos   

 

1. Investigar o efeito antinociceptivo da lectina de Abelmoschus esculentus no modelo 

de hipernocicepção induzida por zymosan na ATM de ratos; 

2. Investigar o efeito anti-inflamatório da lectina de Abelmoschus esculentus no 

modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por zymosan na ATM de 

ratos, analisando-se os seguintes parâmetros:  

          a. Migração de neutrófilos para a região articular e periarticular;  

b. Análise histopatológica da articulação temporomandibular; 

c. Dosagem de citocinas (TNF- e IL-1) nos tecidos periarticulares e gânglio 

trigeminal; 

d. Imunoexpressão de citocinas (TNF- e IL-1) nos tecidos articulares. 

3. Investigar o evolvimento da via da hemeoxigenase (HO-1) e do óxido nítrico 

no efeito antinociceptivo/anti-inflamatório da lectina de Abelmoschus 

esculentus no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por zymosan 

na ATM de ratos. 
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Abstract 

Abelmoschus esculentus (Okra), an African plant cultivated in northeastern Brazil, is 

used for different medicinal purposes. Here we investigated Abelmoschus esculentus 

lectin (AEL) efficacy in zymosan-induced temporomandibular joint (TMJ) 

inflammatory hypernociception in rats. Rats were pretreated with AEL (0.01, 0.1 or 1 

mg/kg) before zymosan (Zy) injection in the TMJ. Further, rats were pretreated with 

ZnPP-IX (3 mg/kg), a specific HO-1 inhibitor, or aminoguanidine (30mg/kg), a 

selective iNOS inhibitor, before AEL. Von Frey test was used to evaluate 

hypernociception. 6 h after Zy synovial fluid was collected for leukocyte counting and 

myeloperoxidase (MPO) activity; and TMJ tissue for histopathological analysis (H&E) 

and immunohistochemistry for TNF-α, IL-1β, and HO-1. Vascular permeability was 

evaluated by Evans Blue extravasation. Also, TMJ tissue and trigeminal ganglion 

were removed for TNF-α and IL-1β dosage (ELISA). AEL increased nociceptive 

threshold. AEL reduced cell influx, MPO activity, cell influx in synovial membrane, 

and Evans Blue extravasation. AEL increased HO-1 expression while decreased 

both TNF-α and IL-1β expression. AEL effects were not observed in the presence of 

ZnPP-IX. AEL reduced TNF-α and IL-1β levels in both TMJ tissue and trigeminal 

ganglion. AEL efficacy in zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in 

rats depends on TNF-α/IL-1β inhibition and HO-1 pathway integrity.  
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Keywords: Abelmoschus esculentus, temporomandibular joint, hypernociception, 

HO-1 pathway, lectin.  

1. Introduction 

 Temporomandibular joint (TMJ) disorders are a group of conditions that result 

in TMJ pain, which frequently limits talking, chewing, and other basic daily activities 

with high levels of inflammatory pain-related disability (Cairns, 2010). Experimental 

models that allow the study of the mechanisms underlying these inflammatory and 

pain conditions are of great clinical relevance. In this regard, we have developed a 

rat model of TMJ inflammation using intra-articular injections of pro-inflammatory 

agent zymosan (Chaves et al., 2011). Zymosan is a polysaccharide from yeast cell 

walls that produces a severe and erosive synovitis (Gegout et al., 1994; Bezerra et 

al., 2004) associated with inflammatory pain in animal models of knee inflammatory 

hypernociception (Bezerra et al., 2007).   

 The temporomandibular joint inflammation is the result of the release of pro-

inflammatory cytokines, in particular tumor necrosis factor alpha (TNF) and 

interleukins, which contributes to the degradation and remodeling of joint cartilage. 

Increased levels of pro-inflammatory cytokines (IL-1β and TNF-α) have been 

detected in patients with temporomandibular disorders (TMD), suggesting that these 

cytokines may play a role in the pathogenesis of synovitis (Vernal et al., 2008; 

Cairns, 2010). Over the last few years numerous studies have led to the appreciation 

of heme oxygenase 1 (HO-1). To date, three isoforms of HO (HO-1, HO-2, and HO-3) 

have been identified. HO-1 is inducible, whereas HO-2 and HO-3 are constitutively 

expressed (Vicente et al.,2003; Bednarz et al., 2007).  

 HO-1 is induced in a variety of cells including endothelial cells, 

monocytes/macrophages, neutrophils and fibroblasts by heme, endotoxins, 

cytokines, nitric oxide and other mediators produced during inflammatory responses 

(Botros et al., 2005; Bressan and Tonussi, 2008; Choi et al., 2008), and its induction 

would provide a negative feedback for cell activation and the production of 

inflammatory mediators, beyond its role in the antioxidant defense system, which 

could modulate at least in part the inflammatory pain process (Alcaraz et al., 2003; 

Cunha et al.,2006). In inflammatory and immune conditions, high levels of mediators 

with the potential to induce HO-1 are produced, and the expression of this protein 

could be part of an adaptive mechanism for limiting cytotoxicity via several means, 



42 
 

including radical scavenging or inhibition of cell proliferation and apoptosis (Devesa, 

et al., 2005). 

 In order to develop potential tools for new therapies to ameliorate inflammatory 

pain there has been a continuous increase in the use of natural products in the last 

decades, which have encouraged scientific studies to search for new substances 

with therapeutic action and to confirm the efficacy of medicines derived from plants. 

In recent years there has been growing interest in alternative therapies and the use 

of natural products, especially those derived from plants (Calixto et al., 2004; Val et 

al., 2014; Rivanor et al., 2014). 

 The Abelmoschus esculentus (Malvaceae) plant is originated from Africa and 

has spread across a number of tropic countries, including northeastern Brazil. The 

plant has been used to treat various disorders, such as cancer, microbial infections, 

hypoglycemia, constipation, urine retention and inflammation (Monte, et al., 2013; 

Messing, et al., 2014). Some recent studies have demonstrated a antinociceptive and 

anti-inflammatory activities of the Abelmoschus esculentus lectin (AEL) (Soares, et 

al., 2012). Thus, the present study was aimed at investigating the unexplored anti-

nociceptive and anti-inflammatory efficacy of AEL in the model of zymosan-induced 

TMJ inflammatory hypernociception in the rat. Additional, considering our previous 

findings showing that the inhibition of HO-1 pathway is associated with worsening of 

inflammatory response (Grangeiro et al., 2011), we also investigated whether AEL 

efficacy depends on the integrity of the HO-1 pathway. Additionally, we investigated 

the putative involvement of TNF-α, IL-1β, and nitric oxide (NO) in AEL efficacy. 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Plant Material 

 Seeds of Abelmoschus esculentus were collected in the municipality of Conde, 

Paraíba, Brazil for the botanical identification. The species were identified by Prof. 

Dra. Rita Balthazar de Lima (Departament of Botany, Federal University of Paraiba - 

UFPB, Brazil) as pertinent the Malvaceae, whose scientific name is Abelmoschus 

esculentus family. The excicata was deposited in the Herbarium of UFPB under No. 

41386. Purification of the lectin was performed in BioGeR (Laboratory of Biochemical 

Genetics and Radiobiology), according to the methodology developed by Smith et al., 

1994. 
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2.2. Extraction of Lectin 

 The seeds were ground to form flour and its lipids were removed with n-

hexane. To obtain the protein extract, flour was placed in contact for 3 hours in Tris - 

HCl buffer pH 7.4 with 0.1 M NaCl 0.15 M. The extract was centrifuged at 5.000 rpm 

at 4° C for 20 minutes, the precipitate was discarded, and the supernatant was 

subjected to ammonium sulfate precipitation, obtaining a lectin fraction in the range 

of 30-60 % saturation. The lectin fraction was dialysed exhaustively against water 

and then lyophilized. After lyophilization, the lectin was isolated by ion exchange 

chromatography on DEAE - Sephacel equilibrated with bibasic sodium phosphate 

0.025 M pH 7.4. Elution of the lectin was done with the gradient of bibasic sodium 

phosphate 0.025 M NaCl pH 7.4 and 1M. Elution was monitored by 

spectrophotometer at a wavelength of 280 nm. After elution the Abelmoschus 

esculentus lectin was   dialyzed against water, frozen and lyophilized. 

2.3. Animals 

 Male Wistar rats (160–220 g) (n=60) were housed in standard plastic cages 

with food and water available ad libitum. They were maintained in a temperature-

controlled room (23±2o C) with a 12/12-hour light-dark cycle. All experiments were 

designed to minimize animal suffering and to use the minimum number of animals 

required to achieve a valid statistical evaluation. This study was conducted in 

accordance with the Institutional Animal Care and with the approval of the Ethics 

Committee of the Federal University of Ceará, Fortaleza, Brazil (CEPA nº. 74/2013). 

2.4. Induction of TMJ inflammatory hypernociception 

  Rats were briefly anesthetized with inhaled isoflurane and received an intra-

articular (i.art.) injection of 2 mg zymosan (40 μL total volume) dissolved in sterile 

saline into the left TMJ using a 30-gauge needle and 0.5 mL syringe. Sham animals 

received only saline i.art. Before zymosan or saline injections, the TMJ skin region 

was carefully shaved, the postero-inferior border of the zygomatic arch was palpated, 

and the needle was inserted inferior to this point and advanced in a medial and 

anterior direction until the needle made contact with the condyle. This contact was 

verified by the moving of the mandible, and the puncture of the needle into the joint 

space was confirmed by the loss of resistance. Gentle aspiration ruled out 
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intravascular placement, after which the specified volume of zymosan or saline was 

injected.  

 As shown by our group previously (Chaves et al., 2011) during the time course 

of zymosan TMJ inflammatory hypernociception development, it is maximal at 4 h of 

arthritis whereas cell influx peaks at 6 h. Based on these results we used these time 

points to assess both nociceptive (head withdrawal threshold) and inflammatory 

parameters (total cell counting and myeloperoxidase assay). 

2.5. Evaluation of inflammatory hypernociception 

 Inflammatory hypernociception in the TMJ was evaluated by measuring the 

threshold of force intensity that needed to be applied to the TMJ region until the 

occurrence of a reflex response of the animal (e.g., head withdrawal). The 

measurements were performed by an examiner unaware of the treatments and used 

a digital device (Insight, Ribeirão Preto, SP, Brazil) that consisted of a rigid filament 

linked in an electronic device that measured the response threshold in grams (g) 

when the filament was applied to the surface of the tested region (Denadai et al., 

2009). The facial areas to be tested around the TMJ were carefully shaved, and the 

animals were put into individual plastic cages 45 min before the beginning of the 

tests. The animals were submitted to a conditioning session of head withdrawal 

threshold measurements in the testing room for 4 consecutive days under controlled 

temperatures (23±2º C) and low illumination. On the fifth day, the basal force 

threshold value was recorded (in triplicate) before the i.art. injections of either 

zymosan or vehicle and after 4 h. 

2.6. Synovial Lavage Collection and Cell Counting 

 Six hours (6 h) after zymosan-injections the rats were sacrificed under 

anesthesia and exsanguinated. The superficial tissues were dissected, and the TMJ 

cavity was washed to collect the synovial lavage by a pumping and aspiration 

technique using 0.05 mL of EDTA in neutral buffered PBS. This procedure was 

repeated twice. The total number of white cells in the synovial lavage was counted 

using a Neubauer chamber. 
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2.7. Myeloperoxidase Activity Analysis 

Myeloperoxidase (MPO) is an enzyme found primarily in the azurophilic 

granules of the neutrophils and has been used extensively as a biochemical marker 

of granulocyte infiltration into various tissues. The MPO activity assay measurement 

has been described previously by Bradley et al. (1982). In our study, the MPO assay 

was conducted on the collected synovial lavage at 6 h after zymosan injection. 

Briefly, the synovial lavage was centrifuged at 4.500 rpm for 12 min at 4º C. MPO 

activity was assayed by measuring the change in absorbance at 450 nm using o-

dianisidine dihydrochloride and 1 % hydrogen peroxide. The results are reported as 

the MPO units/joint fluid. A unit of MPO activity was defined as the conversion of 1 

μmoL of hydrogen peroxide to water in 1 min at 22º C. 

2.8. Histopathological Analysis 

After sacrifice at 6h after zymosan-induced TMJ inflammatory 

hypernociception, the TMJ was excised. The specimens were fixed in 10 % neutral 

buffered formalin for 24 h, demineralized in 10 % EDTA, embedded in paraffin, and 

sectioned along the long axis of the TMJ. Sections of 5 μm, which included the 

condyle, articular cartilage, articular disc, synovial membrane, periarticular tissue, 

and the skeletal muscle tissue, were evaluated under light microscopy. 

For the specimens processed for routine hematoxylin-eosin (H&E) staining, 

histological analysis considered a 0–4 score grade based on the cell influx in the 

synovial membrane (SM). 

2.9. Immunohistochemistry for TNF-α, IL-1β and HO-1 

 Immunohistochemistry for IL-1β, TNF-α and HO-1 were performed using the 

streptavidin–biotin (Labeled Streptavidin Biotin—LSAB) method in formalin-fixed, 

paraffin-embedded tissue sections (4 μm thick), mounted on glass slides previously 

prepared with an organosilane based adhesive (3-aminopropyltriethoxysilane). 

Briefly, it consisted of the following steps: the sections went through 2 baths in xylol, 

each lasting 10 min. After this, they were immersed in three passages of absolute 

alcohol, then washed in running water, and immediately passed through distilled 

water. After antigen retrieval, endogenous peroxidase was blocked (15 min) with 3 % 

(v/v) hydrogen peroxide, and the sections were washed in phosphate-buffered saline 
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(PBS). Sections were incubated overnight (4 °C) with a primary rabbit anti-TNF-α, IL 

1β or HO-1 antibodies (ab13243, ABCAM®, England, UK), at a dilution of 1:200, and 

afterwards washed with a phosphate buffered saline solution, PBS (phosphate 

buffered saline). The slides were incubated with a secondary antibody LSAB Kit 

(DAKO®, Carpinteria, CA, EUA) for 10 min at ambient temperature. The slides were 

then incubated with a biotinylated goat anti-rabbit antibody diluted 1:400 in PBS-BSA. 

Afterwashing, the slideswere incubated with an avidin–biotin–horseradish peroxidase 

conjugate (Strep ABC complex, VECTASTAIN ABC Reagent and peroxidase 

substrate solution) for 30 min according to the VECTASTAIN protocol. TNF-α, IL-1β 

or HO-1 were visualized with the chromogen 3.3-diaminobenzidine (DAB) (DAKO®, 

Carpinteria, CA, EUA). Negative control sections were processed simultaneously as 

described above but with the first antibody being replaced by 5 % PBS-BSA. None of 

the negative controls showed TNF-α, IL-1β, or HO-1 immunoreactivity. Counter-

staining was performed with hematoxylin, and afterwards the specimens were 

dehydrated in alcohol and diaphanized in xylol. Positive values were assigned to all 

cells that exhibited brown staining in the cytoplasm, irrespective of the staining 

intensity. 

2.10. TMJ periarticular tissue and trigeminal ganglion TNF-α and IL-1 ELISA 

assays 

 TNF-α and IL-1 concentrations were determined in the TMJ periarticular 

tissue and trigeminal ganglion at 6 h after zymosan injection in rats that received 1 

mg/kg AEL or vehicle (0.9 % sterile saline). TMJ periarticular tissue and trigeminal 

ganglion were removed and stored at -80o C. The material was homogenized in a 

solution of RIPA Lysis Buffer System (Santa Cruz Biotechnology, USA), and the 

supernatant was used to determine the cytokine levels were quantified by the 

following kits: TNF-α–Rat TNF-alpha/TNFSF1A Quantikine ELISA Kit (R&D Systems, 

catalog number RTA00) and IL-1β–Rat IL-1 beta/ IL-1F2 Quantikine ELISA Kit (R&D 

Systems, catalog number DY501) by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). 

All assays were carried out according to the manufacturer’s instructions. Briefly, 

microtiter plates were coated overnight at room temperature (20-23º C) with an 

antibody capture against rat (4.0 µg/mL) or  IL-1 (0.8 µg/mL). The plate was blocked 

by adding of Reagent Diluent to each well, incubated at room temperature for a 

minimum of 1 h. After blocking the plate, the samples and standard at various 
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dilutions were added and incubated at room temperature for 2 h. The plate was 

washed three times with buffer and of the Detection Antibody, diluted in Reagent 

Diluent with NGS 2 % (350 ng/mL) was added (100 µL/well). After further incubation 

at room temperature for 2 h, the plate was washed and Streptavidin-HRP was added. 

The color reagent (H2O2 and Tetramethylbenzidine; 100 µL/well) was added 15 min 

later and the plate was incubated in the dark at room temperature for 15–20 min. The 

enzyme reaction was stopped with H2SO4 and absorbance was measured at 450 nm. 

TNF-α or IL-1 concentrations were expressed as picograms/mL. 

2.11. Evans Blue Extravasation Measurement 

In another sequence of experiments, AEL (1mg/kg) was administered to rats 

(n = 18) 30 min prior to zymosan. 30 min before euthanasia, Evans Blue 2.5% 

(5mg/kg, i.v.) was administered to assess plasma extravasation. Immediately after 

the extraction, the periarticular tissue was weighed and placed in 2mL of 

formaldehyde overnight. The supernatant (100 μL) was extracted, and the 

absorbance at 630 nm was determined in spectrophotometer. The concentration was 

determined by comparison to a standard curve of known amounts of Evans blue dye 

in the extraction solution, which was assessed within the same assay. The amount of 

Evans blue dye (μg) was then calculated per mg of exudates.  

2.12. Pharmacological Modulation  

  Thirty minutes before injection with zymosan, rats were pretreated (0.1 

mL/100 g body weight) with AEL (0.01, 0.1 or 1 mg/kg) by intravenous (i.v.) injection 

or 0.9 % sterile saline. Animals (sham group) received the same volume of 0.9 % 

sterile saline. A positive control group of rats was pretreated (s.c.) with indomethacin 

(5 mg/kg) 1 h before zymosan injection. The animals were euthanized under 

anesthesia at 6 h after zymosan-induced inflammatory hypernociception and 

inflammatory parameters (total cell count and myeloperoxidase assay activity) were 

evaluated. 

 To analyze the possible effect of HO-1 and NO pathway on anti-nociceptive 

and anti-inflammatory efficacy of Abelmoschus esculentus lectin in the model of 

zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in the rat, another series of 

experiments was performed. Animals were pretreated (s.c.) with ZnPP-IX (3 mg/kg), 

a specific HO-1 inhibitor, or with aminoguanidine (30 mg/kg) (i.p.)  a 

selective inhibitor of nitric oxide synthase (iNOS), alone or followed by an injection 
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(i.v.) of AEL (1 mg/kg) 30 min later. After 30 min, zymosan (2 mg) was injected 

(i.art.), and on the 4th h inflammatory hypernociception in the TMJ was evaluated as 

described above and inflammatory parameters (total cell count and myeloperoxidase 

assay activity) were evaluated. 

2.14. Statistical Analysis 

The data are presented as the means±S.E.M. or medians, when appropriate. 

Differences between means were compared using a one-way ANOVA followed by 

the Bonferroni test. The Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test was used to 

compare medians. A probability value of p<0.05 indicated significant differences. 

3. Results 

3.1. AEL reduces mechanical hypernociception, leukocyte cell count, MPO 

activity and Evans blue extravasation measurement on zymosan-induced TMJ 

inflammatory hypernociception in rats 

 The i.art. injection of zymosan (2 mg/art., 40 μL) elicited (p<0.05) a mechanical 

hypernociception response (43.8±2.2 g) compared to the sham group (122.0±3.8 g) 

at 4 h after the inflammatory stimulus, as measured by a clear decrease in the 

mechanical threshold for head withdrawal. The i.v. treatment with AEL (0.01, 0.1 or 1 

mg/kg), administered 30 min prior to zymosan into the left TMJ of the rats, caused a 

reduction in mechanical hypernociception at all tested doses by (56.7±1.1 g), 

(69.1±2.1 g) and (81±1.7 g), respectively, (p<0.05), as measured at 4 h after 

zymosan injection. Indomethacin (5 mg/kg, s.c.) also produced an antinociception 

effect (94.1±10.9 g, p<0.05) (Fig. 1A). 

 Additionally, the i.art. injection of zymosan into the rat left TMJ resulted in a 

significant increase in the number of polymorphonuclear cells (41967±3563 mm3) 

from the TMJ synovial lavage at 6 h, compared to the sham group (615.8±66.2 

cells/mm3). Pretreatment of rats with AEL (0.01, 0.1 or 1 mg/kg, i.v.) decreased 

(p<0.05) the leukocyte cell count from the TMJ synovial lavage by (7083±3584 

cells/mm3), (2413±354.2 cells/mm3) and (1183±219.3 cells/mm3), respectively, in 

comparison to the zymosan group (Fig. 1B). Indomethacin resulted in (1610±490.6 

cells/mm3) inhibition (p<0.05) of the leukocyte number in the synovial lavage. The 

MPO activity also decreased in the TMJ synovial lavage at all doses tested 
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(35.1±12.4U/joint fluid), (22.0±8.1U/joint fluid) and (22.1±10.7 U/joint fluid), 

respectively in comparison to the zymosan group (127.5±27.6 U/joint fluid) (Fig. 1C). 

 These changes were accompanied by plasma extravasation that occurred in 

the TMJ during the 6 h, which was certified by of Evans blue dye extravasation. The 

i.art. injection of zymosan resulted in a significant increase in Evans Blue 

extravasation measurement (166.3±6.7 µg/mg) in comparison to the sham group 

(136.9±1.0 µg/mg). Pretreatment of rats with AEL 1 mg/kg, i.v. decreased (p<0.05) 

Evans Blue extravasation measurement (131.7±3.1 µg/mg) in comparison to the 

zymosan group (Fig. 1D). 

Sham ___ Indo 0.01 0.1 1
0

50

100

150

*

*
*

mg/kg

AEL

Zy (2 mg)

*

#

A

H
e
a
d

 w
it

h
d

r
a
w

a
l 
t
h

r
e
s
h

o
ld

 (
g

)

Sham ___ Indo 0.01 0.1 1
0

10000

20000

30000

40000

50000

Zy (2mg)

AEL

mg/kg

*

* *

B

*

#
L
e
u
k
o
c
y
te

 c
e
lls

 (
x
 1

0
3
/m

L
)

 

Sham ___ Indo 0.01 0.1 1
0

50

100

150

200

Zy (2 mg)

AEL

mg/kg

*
* *

*

#

C

M
P

O
 a

c
ti
vi

ty
 (

U
/ 

jo
in

t 
fl
u
id

)

 

Figure 1. Efficacy of Abelmoschus esculentus lectin on zymosan-induced TMJ inflammatory 

hypernociception. Zymosan (2 mg; 40 μL) or saline (sham group) was injected i.art. into the left TMJ 

of the rat. Abelmoschus esculentus (0.01, 0.1 or 1 mg/kg) was injected (i.v.) 30 min prior to zymosan 

(i.art.). Also, indomethacin (5 mg/kg, s.c.) was injected 1 h prior to zymosan (i.art.). (A) Head 

withdrawal threshold in Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: The i.v. pretreatment of 

rats with AEL (0.01, 0.1 or 1 mg/kg), administered 30 min prior to zymosan into the rat left TMJ, 

caused a reduction in mechanical hypernociception at all tested doses by (56.7±1.1 g), (69.1±2.1 g) 

and (81±1.7 g), respectively, in comparison with the zymosan group (43.8±2.2 g). (B) Leukocyte 
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counting in Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: Pretreatment of rats with AEL (0.01, 

0.1 or 1 mg/kg, i.v.) decreased (p<0.05), the leukocyte cell count from the TMJ synovial lavage by 

(7083±3584 cells/mm3), (2413±354.2 cells/mm3) and (1183±219.3 cells/mm3), respectively, in 

comparison with the zymosan group (41967±3563 cells//mm3).  (C) MPO activity in Abelmoschus 

esculentus lectin-treated animals. Pretreatment of rats with AEL 1mg/kg, i.v.  the MPO activity also 

decreased in the TMJ synovial lavage at all doses tested (35.1±12.4 U/joint fluid), (22.0±8.1 U/joint 

fluid) and (22.1±10.7 U/joint fluid), respectively, in comparison with the zymosan group (127.5±27.6 

U/joint fluid). (D) Evans Blue extravasation measurement in Abelmoschus esculentus lectin -

treated animals. Pretreatment of rats with AEL 1mg/kg, i.v. decreased (p<0.05) Evans Blue 

extravasation measurement (131.7±3.1 µg/mg) in comparison with the zymosan group (166.3±6.7 

µg/mg). Data are expressed as the mean ± SEM of 6 mice for each group. #p<0.05 indicates a 

significant difference from the sham group, *p<0.05 indicates a significant difference from the zymosan 

group (ANOVA, Bonferroni).  

3.2. AEL reverses tissue alteration in the zymosan-inflamed TMJ as assessed 

by H & E staining 

 Six hours after zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception, an 

inflammatory cell influx was observed in the synovial membrane (SM) (Fig. 2B) 

compared to the sham group where this finding is not present (Fig. 2A). The cell 

types were predominantly neutrophils, which characterizes acute inflammation. 

Edema was also observed in the synovium (Fig. 2B). Table 1 shows the scores 

attributed to TMJ’s histopathological analysis and compares the values between the 

TMJs of sham, zymosan and AEL groups. 

 A significant (p<0.05) increase in the inflammatory parameters was observed 

in the zymosan group compared to sham group. Only AEL (1 mg/kg) reduced the 

inflammatory parameters with a lower inflammatory cell influx in the SM. In the 

photomicrography of TMJ treated with AEL (1 mg/kg), it is observed the reduction of 

inflammatory cells and edema in the SM (Fig. 2C).  
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Figure 2. Photomicrographs of the histopathological analysis of TMJs: (A) sham group TMJ 

(400×); (B) TMJ inflammatory hypernociception on zymosan-induced (400×) showing inflammatory cell 

influx in the synovial membrane; (C) TMJ of rats pretreated (i.v.) AEL (1 mg/kg) and injected (i.art.) 

with zymosan 2 mg (400×) showing reduction of the inflammatory parameters with a lower 

inflammatory cell influx in the synovial membrane; and (D) TMJ of rats pretreated (s.c.) with ZnPP-IX 

(3 mg/kg), a specific HO-1 inhibitor, followed by an injection (i.v) of AEL (1 mg/kg) and injected (i.art.) 

with zymosan 2 mg (400×). ZnPP-IX reverted the effects of AEL (1 mg/kg) on the TMJ 

histopathological analysis (H&E) in the synovial membrane. SM, synovial membrane. Haematoxylin 

and eosin (H&E) staining. Black arrows indicate neutrophils. 
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Table 1. Histopathological analysis of the temporomandibular joint in zymosan-

induced inflammatory hypernociception: The effect of Abelmoschus 

esculentus lectin and its effect in the presence of ZnPP-XI. 

Groups Cell influx in the 
synovial 

membrane 

Cell influx in the 
periarticular 

tissue 

Cell influx in the 
muscular tissue 

    
Sham 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0) 

Zymosan (Zy) 3 (1-4)# 4 (2-4) 2.5 (2-3) 

Zy + 

Indomethacin 

0 (0-1)* 0 (0-1)* 0 (0-1)* 

Zy + AEL (0.01 

mg/kg) 

1 (0-2) 3 (2-3) 2 (1-3) 

Zy + AEL (0.1 

mg/kg) 

2 (1-3) 3 (1-4) 2 (1-3) 

Zy + AEL (1 

mg/kg) 

Zy + ZnPP-IX + 

AEL (1 mg/kg) 

0.5 (0-1)* 

 

3 (2-4)& 

2.5 (1-4) 

 

4 (3-4) 

1.5 (0-3) 

 

2 (2-3) 

Zymosan (2 mg; 40 μL) or saline was injected i.art. into the left TMJ of the rat. Abelmoschus 

esculentus lectin (0.01, 0.1 or 1mg/kg) was administered (iv) 30 min prior to zymosan (i.art.). The 

TMJs were removed at the 6th h after injection zymosan (i.art.) or saline. After fixation in 10 % formalin, 

decalcification with formic acid 5 %, TMJs were embedded in paraffin, followed by staining with 

hematoxylin-eosin (H & E). Semi-quantitative analysis of the slides was done by evaluating the 

following histopathological criteria: Inflammatory cell influx in the synovial membrane (SM), 

inflammatory cell influx into the periarticular tissue and inflammatory cell influx in skeletal muscle 

tissue. Assigns Scores were 0-4, as follows: 0 - absent; 1 - low; 2 - mild; 3 - moderate; 4 - severe. 

Data represent median and range of 6 TMJs per group. #p<0.05 compared to sham group, *p<0.05 

compared to group Zy, &p<0.05 compared to group AEL (1 mg/kg). (Kruskal-Wallis, Dunn's). 
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3.3 AEL decreases TNF-α and IL-1β ELISA assays on TMJ tissue and trigeminal 

ganglion in zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception in rats 

 The intra-articular (i.art.) 2 mg injection of zymosan resulted in a significant 

increase in TNF-α and IL-1 levels in both TMJ tissue (Fig. 3A and 3C) and 

trigeminal ganglion (Fig. 3B and 3D) compared to sham group. AEL (1 mg/kg) also 

reduced TNF-α and IL-1β levels in both TMJ tissue (2.52±0.07) (3.11±0.49) and 

trigeminal ganglion (2.52±0.09) (1.55±0.34), respectively, when compared to 

zymosan group (7.94±0.49, 11.01± 0.83 and 7.12±0.40, 4.72±0.47, respectively).  
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Figure 3. Effect of Abemoschus esculentus lectin on the levels of TNF-α and IL-1β in the TMJ 

periarticular tissue (A) and (C) and in the trigeminal ganglion (B) and (D) on zymosan-induced 

TMJ inflammatory hypernociception. Zymosan (2 mg; 40 μL) or saline was injected i.art. into the left 

TMJ of the rat. Abelmoschus esculentus lectin (1 mg/kg) was injected (i.v.) 30 min prior to zymosan 

(i.art.). The IL-1β was performed by ELISA using samples of TMJ periarticular tissue obtained at the 

6th hour after injection of Zy (i.art.). AEL (1 mg/kg) also reduced TNF-α (Fig. 3A) and IL-1β (Fig. 3C) 

levels in both joint tissue (2.52±0.07) (3.11±0.49) and trigeminal ganglion (2.52±0.09) (1.55±0.34) 

(Fig.3B and Fig. 3D), when compared to zymosan group (7.94±0.49 11.01± 0.83 and 7.12±0.40 
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4.72±0.47, respectively). The data represent the mean ± SEM (n = 6) #p<0.05 indicates a significant 

difference from the sham group, *p<0.05 indicates a significant difference from the zymosan group 

(ANOVA, Bonferroni).  

 

3.4 Effect of zinc protoporphyrin IX (ZnPP IX), a specific HO-1 inhibitor, on the 

AEL efficacy on the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception 

 To investigate the role of HO-1 activity on the anti-inflammatory effect of AEL 

(1 mg/kg), the animals were pretreated (s.c.) with ZnPP-IX (3 mg/kg), a specific HO-1 

inhibitor. The effects of Abelmoschus esculentus lectin on the zymosan-induced TMJ 

inflammatory hypernociception (Fig. 4A), inflammation polymorphonuclear cells 

counts (Fig. 4B) and MPO activity in the TMJ synovial lavage (Fig. 4C) were not 

observed in the presence of ZnPP-IX (3 mg/kg). Further, the effects of AEL (1 mg/kg) 

on the TMJ’s histopathological analysis (H&E) was not observed in the presence of 

ZnPP-IX (3 mg/kg) (table 1) (Fig. 2D).  
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Figure 4. Effect of zinc protoporphyrin IX (ZnPP-IX), a specific HO-1 inhibitor, in the 

Abelmocschus esculentus lectin effect on zymosan-induced TMJ inflammatory 

Sham ___ Indo
0

10000

20000

30000

40000

50000

Zy (2mg)

AEL 1 mg/kg

* *

#

&

ZnPP-IX 3 mg/kg

#

B

L
e
u
k
o
c
y
te

 c
e
lls

 (
x 

1
0

3
/m

L
)

 

Sham ___ Indo
0

50

100

150

Zy (2 mg)

*

#

   AEL1mg/kg

*

&

ZnPP-IX 3mg/kg

#

C

M
P

O
 a

c
tiv

ity
 (

U
/ 

jo
in

t 
flu

id
)

 



55 
 

hypernociception. Animals were pretreated (s.c.) with ZnPP-IX (3 mg/kg) alone or followed by an 

injection (i.v.) of AEL (1 mg/kg) 30 min later. After 1 h, zymosan (2 mg) was injected (i.art.). Also, 

indomethacin (5 mg/kg, s.c.) was injected 1 h prior to zymosan i.art. injection. (A) Head withdrawal 

threshold in ZnPP-IX + Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: The effects of 

pretreatment of rats with AEL (1 mg/kg i.v.) on the mechanical hyper-nociception were not observed in 

the presence of ZnPP-IX (3 mg/kg). (B) Leukocyte counting in ZnPP IX + Abelmoschus 

esculentus lectin-treated animals: The effects of pretreatment of rats with AEL (1 mg/kg i.v.) on the 

the leukocyte cell count from the TMJ synovial lavage were not observed in the presence of ZnPP-IX 

(3 mg/kg). (C) Myeloperoxidase (MPO) activity from TMJ synovial lavage in ZnPP-IX + 

Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: The effects of pretreatment of rats with AEL (1 

mg/kg i.v.) on the MPO activity in the TMJ synovial lavage were not observed in the presence of 

ZnPP-IX (3 mg/kg). Data are expressed as mean•± SEM of 6 mice for each group. #p<0.05 indicates a 

significant difference from the sham group, *p<0.05 indicates a significant difference from the zymosan 

group, &p<0.05 indicates a significant difference from AEL group (ANOVA, Bonferroni). 

3.5 Effect of aminoguanidine a selective inhibitor of nitric oxide 

synthase (iNOS), on the AEL efficacy on the zymosan-induced TMJ 

inflammatory hypernociception 

 To investigate the possible role of the NO in the antinociceptive and anti-

inflammatory effects of AEL, the rats were pretreated with aminoguanidine (30 

mg/kg) (i.p.)  a selective inhibitor of nitric oxide synthase (iNOS). It was observed that 

the anti-nociceptive and anti-inflammatory effects of the AEL (1 mg/kg, i.v.) on the 

zymosan-induced inflammatory hypernociception in the rat TMJ model were not 

inhibited in the presence of aminoguanidine, a result that was further confirmed by 

inflammatory hypernociception, cell Counting and MPO activity measurement (Fig. 

5A, 5B and 5C). 
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Figure 5. Effect of aminoguanidine, a specific inhibitor of nitric oxide synthase (iNOS), in the 

Abelmocschus esculentus lectin effect on zymosan-induced TMJ inflammatory 

hypernociception. Animals were pretreated (i.p.) with aminoguanidine (30 mg/kg) alone or followed 

by an injection (i.v.) of AEL (1 mg/kg) 30 min later. After 30 min, zymosan (2 mg) was injected (i.art.). 

Also, indomethacin (5 mg/kg, s.c.) was injected 1 h prior to zymosan i.art. injection. (A) Head 

withdrawal threshold in aminoguanidine + Abelmoschus esculentus lectin-treated animals:  It 

was observed the effects of pretreatment of rats with AEL (1mg/kg i.v.) on the mechanical hyper-

nociception were not inhibited in the presence of aminoguanidine. (B) Leukocyte counting in 

aminoguanidine + Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: It was observed the effects of 

pretreatment of rats with AEL (1 mg/kg i.v.) on the the leukocyte cell count from the TMJ synovial 

lavage were not inhibited in the presence of aminoguanidine. (C) Myeloperoxidase (MPO) activity 

from TMJ synovial lavage in aminoguanidine + Abelmoschus esculentus lectin-treated animals: 

It was observed the effects of pretreatment of rats with AEL (1mg/kg i.v.) on the MPO activity in the 

TMJ synovial lavage were not inhibited in the presence of aminoguanidine. Data are expressed as 

means ± SEM of 6 mice for each group. #p<0.05 indicates a significant difference from the sham 

group, *p<0.05 indicates a significant difference from the zymosan group, (ANOVA, Bonferroni). 
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3.6 Immunohistochemical analysis 

 An immunohistochemical analysis for TNF-α showed an increase in TNF-α on 

inflammatory cells and synoviocytes, which was characterized by brown-colored cells 

in TMJ rats injected with zymosan (Fig. 6C) compared to sham group (Fig. 6B), which 

exhibited only a light expression of TNF-α on endothelial cells, fibroblasts and 

macrophages.  

An immunohistochemical analysis for IL-1 β showed an increase in IL-1 β on 

synoviocytes, inflammatory cells and fibroblasts, which was characterized by brown-

colored cells in TMJ rats injected with zymosan (Fig. 7C) when compared to the 

sham group (Fig. 7B), an intense immunostaining of, which exhibited only a light 

expression of IL-1 β only on connective tissue. 

An immunohistochemical analysis for HO-1 showed a light immunostaining in 

HO-1 on synoviocytes, inflammatory cells and fibroblasts, which was characterized 

by brown-colored cells in TMJ rats injected with zymosan (Fig. 8C), similar to sham 

group (Fig. 8B), which exhibited only a light expression of HO-1 but only on 

connective tissue. The negative control group sections were composed of TMJ of 

rats injected with zymosan (i.art.), but that did not receive the primary antibodies anti-

TNF-α, anti-IL-1β or anti-HO-1 antibodies. None of the negative controls showed 

immunoreactivity (Fig. 6A, 7A and 8A).  

 A significant decrease in TNF-α and IL-1β expression was observed in the 

AEL-treated group compared to the zymosan group since the immunohistochemical 

analysis did not reveal significant expression of this pro-inflammatory cytokine in the 

synovial membrane or in the neutrophils. These profiles suggest an immunocellular 

response by AEL during the acute phase. These staining was reduced in the AEL 

group similar to the level of the sham controls (Fig. 6D and 7D). 

 Finally, immunohistochemical analysis for HO-1 showed an increase in HO-1 

expression that was characterized by brown-colored cells in the synovial membrane 

of the zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception treated with AEL (1 

mg/kg) (Fig 8D). The cell types that expressed HO-1 were the synovial and 

connective tissue cells.  
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Figure 6. Immunohistochemistry analysis for TNF-α in inflammatory hypernociception of zymosan-

induced TMJ in rats. (A) Negative control sections (absence of anti- TNF-α antibody) from zymosan 

groups (400×). (B) The synovial membrane from the sham group showed light expression of TNF-α. 

(C) The synovial membrane from the zymosan group (2 mg/art.) with an intense TNF-α reaction 

(400×). (D) AEL (1 mg/kg, i.v.) showed light expression of TNF-α in the synovial membrane after 

inflammatory hypernociception of zymosan-induced (400×). Black arrows indicate synoviocytes. 
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Figure 7. Immunohistochemistry analysis for IL-1β in inflammatory hypernociception of zymosan-

induced TMJ in rats. (A) Negative control sections (absence of the anti- IL-1β antibody) from zymosan 

group (400×). (B) The synovial membrane of the sham group revealed light expression of IL-1β 

(400×). (C) The synovial membrane of the zymosan group (2 mg/art.) with an intense IL-1β reaction 

(400×). (D) AEL (1 mg/kg, i.v.) showed light expression of IL-1β in the synovial membrane after 

inflammatory hypernociception of zymosan-induced (400×). Black arrows indicate synoviocytes. 
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Figure 8. Immunohistochemistry analysis for HO-1 in inflammatory hypernociception of zymosan-

induced TMJ in rats. (A) Negative control sections (absence of the anti- HO-1 antibody) from arthritic 

rats (400×). (B) Synovial membrane from the sham group revealed the basal constitutive levels of HO-

1 (400×). (C) Synovial membrane of the zymosan group (2 mg/art.), intense expression of HO-1 

(400×). (D) AEL (1 mg/kg, i.v.) showed an increase on expression of HO-1 in the synovial membrane 

after inflammatory hypernociception of zymosan-induced (400×). Black arrows indicate synoviocytes. 
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4. Discussion 

In this work, we demonstrated the antinociceptive and anti-inflammatory 

efficacy of a lectin from Abelmoschus esculentus. in the model of zymosan-induced 

TMJ inflammatory hypernociception in rats. We also found evidence that, at least in 

part, the antinociceptive and anti-inflammatory effects of Abelmoschus esculentus 

lectin in zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception depends on the 

integrity of the HO-1 pathway as well on TNF-α and IL-1β levels, as there was a 

reduction of these cytokines concentrations in the TMJ periartiular tissue and in the 

trigeminal ganglion. However, it did not exert its actions through the NO pathway. 

 Zymosan has been used as a pro-inflammatory agent for some time (Gadó 

and Gigler, 1991). Acute rat knee joint zymosan arthritis is characterized by an 

increase in vascular permeability, cell migration, and pain. Later, a progressive 

synovitis occurs with mononuclear cell infiltration and a fibroblast reaction (Keystone 

et al., 1977; Rocha et al., 1999). Our group has also demonstrated articular cartilage 

and subchondral bone degradation during the chronic stages of zymosan-induced 

arthritis in the rat knee joint (Bezerra et al., 2004). To our knowledge, we performed 

the first demonstration of a zymosan-induced arthritis in the TMJ describing the 

histopathological inflammatory parameters involving the articular and periarticular 

tissues in an experimental TMJ arthritis (Chaves et al., 2011). 

 Our studies with the specific AEL showed its antinociceptive, anti-tumor and 

anti-inflammatory (Monte et al., 2013; Soares et al., 2012). These studies did not 

demonstrate any cytotoxicity on erythrocytes (Soares et al., 2012). Sabitha et al. 

(2011) and Kumar et al. (2009) showed the safety of AEL in acute and chronic 

toxicity testing, and there were not recorded in these works deleterious mortality of 

animals (mice) after administration of high doses. These results, added to the 

empirical use by the community, suggest safety for use of AEL (Maganha et al., 

2010). 

 To our knowledge this is the first demonstration that a lectin from a plant is 

able to exert some antinociceptive and anti-inflammatory effect on the TMJ pain, and 

specially that Abelmoschus esculentus lectin is able to exert antinociceptive and anti-

inflammatory effects on zymosan-induced TMJ hypernociception in rats.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gadó%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2058458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gadó%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2058458
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gigler%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2058458
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 In the present study the intra-articular (i.art.) 2 mg injection of zymosan 

decreased the head withdrawal threshold, which was partially increased by AEL 

treatment. Regarding the inflammatory parameters, AEL administration decreased 

the number of polymorphonuclear cells which was certified by the decrease of MPO 

activity in the synovial lavage. Pretreatment with AEL was still able to reduce 

extravasation of Evans blue in synovial exudates compared to the zymosan. Further, 

the TMJ’s histopathological analysis from rats treated with AEL correlated to the 

decrease in both leukocyte influx and MPO activity, since this treatment reduced the 

inflammatory parameters to a normal status with a lower inflammatory cell influx in 

the synovial membrane. These data are in accordance with our previous results 

showing that AEL has antinociceptive and anti-inflammatory functions in classical 

models of nociception in mice and acute inflammation in rats (Soares et al., 2012). 

 To confirm the AEL antinociceptive and anti-inflammatory effects, our results 

demonstrate that pretreatment with AEL was able to reduce TNF-α and IL-1β levels 

in the TMJ periarticular tissue. To corroborate that, the immunohistochemical 

analyses showed a significant decrease in TNF-α and IL-1β expression in synovial 

cells and inflammatory cells of the TMJ of the AEL treated groups of zymosan-

induced TMJ inflammatory hypernociception. 

 The cytokines are a class of signaling proteins and glycoproteins that, such as 

hormones and neurotransmitters, are used extensively in cellular communication 

(Davis, 2012; Gunson et al., 2012). They have emerged as the major controlling the 

degradation of joint tissue in osteoarthritis and models of inflammatory arthritis in 

humans (Cao-Xin et al., 2015; Piya et al.,2015). TNFα has an enormously 

detrimental effect on bone and cartilage (Gunson et al., 2012). Animal models have 

shown that induction of IL-1β expression in the TMJ adult mice leads to the pathology 

development and pain in joints (Oakley and Vieira, 2008). In TMJ, a positive 

correlation was found between cytokines in synovial fluid and osteoarthritis. It has 

been suggested that the presence of IL-1β and TNFα in the synovial fluid affect the 

treatment outcome of patients with osteoarthritis (Hamada et al. 2008). 

 According to Gondim et al. (2012), electroacupuncture inhibited zymosan-

induced TMJ inflammatory hypernociception, as well as neutrophil migration, 

vascular permeability, and TNF-α levels in synovial fluid.  Because it has been largely 

demonstrated that cytokines play an important role in inflammatory hyper-nociception 

(Ritter et al., 2014), our results suggested that AEL efficacy in zymosan-induced TMJ 
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inflammatory hyper-nociception might be related, at least in part, to TNF-α and IL-1β 

inhibition. As well as shown by Rivanor et al. (2014), which demonstrated the anti-

nociceptive and anti-inflammatory efficacy of lectin of the green seaweed Caulerpa 

cupressoides (CcL) in a model of zymosan-induced TMJ inflammatory 

hypernociception in rats, our study strongly suggests that the efficacy of AEL, similar 

to CcL, involves inhibition of TNF-α and IL-1β production.  

 Others authors have also demonstrated anti-inflammatory effects of lectins 

showing the modulation of this effect by inhibiting TNF-α and IL-1β levels in classical 

models of nociception and acute inflammation in vivo (Napimoga et al., 2007; Nunes 

et al., 2009; Silva et al., 2010; Leite et al, 2012; Araújo et al., 2013).  

 The resolution of the inflammatory response during inflammatory hyper-

nociception might be attributed to the inhibition of pro-inflammatory cytokines, such 

TNF-α and IL-1β. These two factors are assumed to be the most important cytokines 

in TMJ disorders (Nordahl et al., 2000). In fact, it seems that these cytokines induce 

the production of metalloproteinases that irreversibly degrade the extracellular matrix 

components (Suzuki et al., 2002), including articular cartilage, as well as causing 

bone destruction and cell proliferation (Vicente et al., 2003). Taken together, these 

experiments strongly suggest that the release of cytokines constitutes a link between 

the TMJ injuries and the release of primary hypernociceptive mediators. This concept 

allows us to understand why the inhibition of cytokines causes analgesia (Ferreira et 

al., 1997).  

 AEL was also able to reduce TNF-α and IL-1β levels in the trigeminal ganglion, 

suggesting an antinociceptive and anti-inflammatory activity level involving the 

peripheral nervous system. It is already known that the perception of pain in the 

orofacial region involves peripheral and central mechanisms (Sessle, 2011). The 

trigeminal ganglion impulses transmitted by directly entering the brainstem at the 

bridge region making synapse with second-order neurons in the trigeminal nucleus 

(Sessle, 2002; Davies et al, 2010). In this process, nociceptors are sensitized by 

chemicals seen as pro-inflammatory, such as prostaglandins (PGE2), serotonin, 

substance P, tumor necrosis factor (TNF), interleukins and others (Sessle, 1996). In 

particular, this result is important because the TMJ pain is the result of inflammatory 

episodes involving inflammatory mediators such as PGE2, 5-HT, TNF-α, IL-1β and 

sympathomimetic amines (Kopp, 2001; Venal et al., 2008). Worth noting that TNF-α 
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and IL-1β are considered the principal cytokines in the cascade development of 

inflammatory hyperalgesia (Verri et al., 2006). 

 Further, to elucidate possible mechanisms of action of AEL, it was used ZnPP-

IX, an especific inhibitor of HO-1. After the pretreatment with ZnPP-IX, the anti-

nociceptive and anti-inflammatory efficacy of AEL in zymosan-induced TMJ 

inflammatory hypernociception in rats was not observed, suggesting that HO-1 

activity is involved in the inhibitory effects AEL (Alcaraz et al., 2003; Vicente et al., 

2003; Bednarz et al., 2007). In this regard, we have recently demonstrated that 

ZnPP-IX treatment potentiated the effect of acetic acid by increasing the number of 

writhes (Grangeiro et al., 2011). Some of our recent studies have demonstrated the 

involvement of HO-1 pathway in anti-inflammatory and antinociceptive effects of 

natural products in the TMJ inflammatory hypernociception (Val et al., 2014; Rivanor 

et al., 2014). 

In fact, the immunohistochemical analyses showed an increase in HO-1 

expression, synovial cells and connective tissue cells of the AEL treated groups of 

zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception. HO-1 is induced by oxidative 

or nitrosative stress, cytokines and other mediators produced during inflammatory 

processes, likely as part of a defense system in cells exposed to stress to provide a 

negative feedback for cell activation and the production of mediators, which could 

modulate the inflammatory response (Alcaraz et al., 2003).  

Heme oxygenase (HO) is the rate-limiting enzyme that catalyzes the 

degradation of heme to liberate carbon monoxide (CO), biliverdin (BVD) and free iron 

in mammalian cells (Alcaraz et al., 2003).  Over the last few years, numerous studies 

have demonstrated that HO-1 expression and the concomitant production of its 

metabolites, CO and BVD, have anti-inflammatory consequences (Vane and Warner, 

2000; Soares et al., 2004; Majewska et al., 2008). Considering this, we demonstrated 

that the HO/BVD/CO pathway plays antinociceptive effects during acetic acid-evoked 

nociception (Grangeiro et al., 2011). 

 In fact, heme-induced HO-1 was reported to result in a reduction of cell 

migration, exudation and pro-inflammatory mediators release in a zymosan-induced 

air pouch inflammation model (Vicente et al., 2003). There is evidence that CO 

stimulates soluble guanylate cyclase (sGC) activity and increases the cellular levels 

of cyclic GMP (Dearden et al., 1989; Morita et al., 1995). Ferreira et al. (1991) have 

provided experimental support to suggest that elevated levels of cyclic GMP are 
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associated with inhibition of nociceptor hypersensitivity. In this regard, our research 

group demonstrated increased antinociceptive response produced by the 

combination of agents that increase intracellular cyclic GMP concentrations (Bezerra 

et al., 2008). 

 To elucidate other possible mechanism of action of AEL, it was held co-

administration of aminoguanidine (a specific inhibitor of inducible NO synthase). 

Pretreatment of animals with aminoguanidine followed by the administration of AEL, 

did not reduce their effectiveness. The analgesic and anti-inflammatory effects of 

AEL (1 mg/kg, i.v.) were observed in the presence of aminoguanidine, suggesting 

that the NO pathway is not required for AEL efficacy. Moreover, our group 

demonstrated in the model of zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception 

in rats that NO reduces hyperalgesia and exerts anti-inflammatory action (Chaves et 

al., 2011). 

While the role of NO in the inflammatory pain appears to an expected finding, 

the involvement of this molecule still needs further elucidation, probably due to the 

fact that NO behave as a pro or anti-inflammatory agent, as a dual effect, depending 

upon the route of administration donor and/or inhibitors of their synthesis, plus the 

type of inflammatory stimulus used (Cury et al., 2011). 

5. Conclusions 

 In conclusion, we demonstrated the anti-nociceptive and anti-inflammatory 

efficacy of AEL in the model of zymosan-induced TMJ inflammatory hypernociception 

in rats. Additional, our results strongly suggest that Abelmoschus esculentus lectin 

efficacy, at least in part, depends on the integrity of the HO-1 pathway and that AEL 

efficacy involves TNF-α and IL-1β inhibition. Taking into account the well 

demonstrated anti-nociceptive and anti-inflammatory efficacy of AEL, the designing 

of alternative compounds to classical anti-inflammatory and analgesic agents is very 

encouraged to define new pharmacological targets for the inflammatory TMJ painful 

condition treatment.  
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 A lectina de Abelmoschus esculentus (AEL) apresentou efeito 

antinociceptivo no modelo de hipernocicepção inflamatória induzida por Zy 

na ATM de ratos, reduzindo a hipernocicepção mecânica; 

 AEL apresentou enfeito anti-inflamatório no modelo de hipernocicepção 

inflamatória induzida por Zy na ATM de ratos, reduzindo o infiltrado celular 

inflamatório na membrana sinovial da ATM e a atividade da MPO no 

lavado sinovial;  

 O efeito anti-inflamatório desempenhado por AEL nesse modelo parece 

esta relacionado com a redução da produção das citocinas pró-

inflamatórias TNF-α e IL-1β;   

 Além disso, a eficácia de AEL demonstrou ser dependente da integridade 

da via da hemeoxigenase (HO-1); 

 A via do óxido nítrico (NO) não participa do efeito antimociceptivo e anti-

inflamatório mediado por AEL. 
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7. CONCLUSÃO 

 

A lectina de Abelmoschus esculentus (AEL) apresentou efeitos 

antinociceptivos e anti-inflamatórios no modelo de hipernocicepção inflamatória 

induzida por Zy na ATM de ratos. O mecanismo de ação de AEL envolve redução 

dos níveis de TNF-α e IL-1β  e a integridade da via HO-1.    
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