
 

CONTROLE DA NEOGLICOGENESE HEPÁTICA POR 
RECEPTORES COLINÉRGICOS 

Palavras-Chave: receptor α7, gliconeogênese, fígado 

Autores: 

Gabriella Claudiano Inês (FCA/UNICAMP); Suleyma de Oliveira Costa (FCA/UNICAMP); Wenicios 
Ferreira Chaves (FCA/UNICAMP); Priscilla Karla Fernandes Lopes (FCA/UNICAMP); Prof Dra. 
Adriana Souza Torsoni (FCA/UNICAMP); Prof. Dr. Marcio Alberto Torsoni (FCA/UNICAMP) 

 
1. Introdução 

 
Diabetes Mellitus do tipo II é uma doença metabólica complexa de causas multifatoriais. Em 

pacientes diabéticos o aumento da gliconeogênese é responsável pelo aumento da produção 
hepática de glicose e hiperglicemia de jejum (Kimura et al., 2012; Lartigue, de et al., 2011; Sun et 
al., 2002). A expressão das enzimas fosfoenolpiruvato carboxiquinase 1 (PEPCK) e glicose-6-
fosfatase (G6Pase) são importantes para a regulação da gliconeogênese (Radziuk e Pye, 2001). 
Os hormônios insulina e glucagon e a  citocina IL-6 participam do controle da expressão destas 
enzimas (Radziuk e Pye, 2001). 

O fator de transcrição STAT3 é fosforilado e ativo por ligantes como a citocina IL-6, leptina 
e receptores colinérgicos (Buettner et al., 2006; Chang, Chavan e Pavlov, 2019; Matthews et al., 
2010). Inoue e colaboradores mostraram que a sinalização de STAT3 tem papel importante na 
regulação de genes da gliconeogênese hepática e consequentemente na manutenção da 
homeostase glicêmica (Inoue et al., 2004). O mesmo grupo demonstrou que a ação da insulina no 
sistema nervoso central (SNC) contribui para a ativação hepática de STAT3, sendo assim 
responsável pela regulação da produção hepática de glicose por dois mecanismos distintos. Um 
deles mediado pela ativação da proteína PI3 quinase, e o outro pela ativação de STAT3 pela citocina 
IL-6 que regula a expressão dos genes PCK1 e G6Pc (Inoue et al., 2006).  

Kimura e colaboradores (2012) demonstraram, ainda, que a indução de estresse de retículo 
em camundongos diabéticos inibe expressão de STAT3 hepática e consequentemente melhora a 
deficiência das enzimas gliconeogênicas, o que desempenha papel importante no aumento da 
produção de glicose hepática em camundongos obesos e diabéticos (Kimura et al., 2012). Os 
autores demostraram ainda em outro estudo que o controle da gliconeogênese pelo fator de 
transcrição STAT3 pode ser dependente da inervação vagal no fígado que culmina na ativação do 
receptor colinérgico nicotínico subunidade α7 (α7nAChR) na células de Kupffer (Kimura et al., 2016).   

O receptor α7nAChR tem sido associado ao controle da resposta inflamatória, um 
mecanismo mediado pelo nervo vago que faz a comunicação entre o sistema nervoso central (SNC) 
e o sistema imune (Blalock, 2002; Tracey, 2002). Esta via é denominada “reflexo anti-inflamatório 
colinérgico”. Dois tipos de receptores colinérgicos participam deste braço do reflexo anti-
inflamatório: receptores colinérgicos muscarínicos m1 (m1AChR) no hipotálamo e receptores 
colinérgicos nicotínicos α7 (α7nAChR) nos tecidos periféricos tais como fígado, tecido adiposo, 
baço, trato gastrointestinal (TGI) e coração (Tracey, 2009). A ativação desses receptores 
colinérgicos pela acetilcolina traduz sinais intracelulares que inibem a síntese de citocinas pró-
inflamatórias (Bernik et al., 2002; Lee et al., 2010). 

A literatura tem mostrado que indivíduos obesos apresentam diminuição da expressão do 
receptor α7 (Cancello et al., 2012). Assim, como sugerido por alguns autores a diminuição da 
sinalização do nervo vago em indivíduos obesos pode levar a um aumento da inflamação, 
resistência à insulina e complicações metabólicas (Carnethon et al., 2003; Ziegler et al., 2006). 
Recentemente estudos do nosso grupo mostraram que proles de mães obesas desenvolvem 
resistência à insulina hepática na vida adulta (Fante, De et al., 2016) e que agonistas colinérgicos 
são capaz de reverter a resistência à insulina em linhagem de hepatócitos (Costa et al., 2020). 
Outros estudos mostraram ainda que camundongos que são knockout para o receptor α7nAChR 



 
quando consomem dieta hiperlipídica desenvolvem resistência hepática à insulina e possuem 
menor tolerância à glicose (Costa et al., 2020; Li et al., 2018). 

Em resultados prévios do grupo observamos que o estímulo central do receptor muscarínico 
aumenta a fosforilação da proteína STAT3 hepática na prole de mães obesas se comparado à prole 
de mães controle. Esse aumento da expressão de STAT3 nessas proles pode ser explicado pelo 
aumento da expressão hipotalâmica do receptor muscarínico do tipo m1. Consequentemente a 
expressão hepática dos genes PCK1 e G6Pc está significativamente diminuído nas proles de mães 
obesas após o estímulo central do receptor muscarínico (dados não publicados). 

Outra modificação da proteína STAT3, como a acetilação, pode estar relacionada a 
processos fisiológicos através da modulação da fosforilação de STAT3 (Yuan et al., 2005). Nie e 
colaboradores (2009) mostraram que o jejum de 24h diminuiu a expressão de STAT3 acetilada no 
fígado de animais c57 e tem sua expressão aumentada no período pós prandial. A fosforilação da 
proteína STAT3 também foi regulada negativamente pelo jejum dos animais, levando os autores a 
concluir que o status metabólico do organismo é capaz de alterar a função da proteína STAT3 
hepática.  

Na condição de jejum a proteína SIRT1 é responsável por ativar a gliconeogênese hepática 
e assim regular a acetilação ou fosforilação da proteína STAT3 (Rodgers et al., 2008; Chen et al., 
2008). Nie e colaboradores (2009) mostraram que a proteína SIRT1 aumenta a gliconeogênese 
hepática mediada pelo aumento da expressão de PGC1α e FOXO1 fosforilada em resposta ao 
status nutricional. A proteína SIRT1 pode ainda regular negativamente a função de STAT3 inibir a 
gliconeogênese hepática (Nie et al., 2009).  

Diante disso nossa hipótese de trabalho é que receptores colinérgicos nicotínicos e 
muscarínicos participam  da modulação da expressão das enzimas da gliconeogênese hepática, de 
maneira dependente ou não da ativação da proteína STAT3. 

 
2. Métodos 

 
Foram utilizados camundongos Mus musculus machos da linhagem C57BL/6J cedidos da 

colônia CEMIB-UNICAMP, com aproximadamente 7 semanas de idade. Estes foram divididos em 
três grupos: controle salina, PNU (agonista do receptor  α7nAChR ) e McN-A-343 (agonista do 
receptor muscarínico do tipo M1). Os animais foram submetidos à cirurgia estereotáxica para 
implante de uma cânula no ventrículo lateral.  

O teste de tolerância ao piruvato (PTT) foi realizado após 12h de jejum. Foi realizada injeção 
de uma solução de piruvato a 20% (2 g/Kg de peso corporal), administrada intraperitonealmente, 
com posteriores coletas de amostras sanguíneas nos tempos 15, 30, 60, 120 minutos, para as 
dosagens de glicose. Os animais foram estimulados com PNU (agonista do receptor nicotínico do 
tipo α7) intracerebroventricular (ICV) 40 minutos antes do teste ou com McN-A-343 (agonista do 
receptor muscarínico do tipo M1) ICV 2 horas antes do teste.  

Os estímulos com os agonistas ICV foi repetido após dois dias do teste de PTT para 
eutanásia dos animais, coleta dos tecidos e posterior análises moleculares por western blotting e 
real time q-PCR. 

Os resultados serão apresentados em média e erro padrão da média. Para a comparação 
de médias entre dois grupos, foi aplicado o teste t de Student para amostras independentes. Caso 
necessário, foi utilizada análise de variância (ANOVA) e teste de Bonferroni para comparação 
múltipla de médias (p<0,05). Os dados foram analisados utilizando Prism, versão 8.0. 

 
3. Resultados 

 
O estímulo intracerebroventricular (ICV) com agonista do receptor α7nAChR de forma aguda 

aumentou a glicemia dos animais após injeção com solução de piruvato (Figura 1A). Sendo que a 
área sob a curva foi significativamente maior no grupo que recebeu PNU comparado com o grupo 
que recebeu salina (Figura 1B). Os animais que foram estimulados com McN-A-343, agonista do 
receptor m1mAChR, não alteraram a glicemia no teste de PTT (Figura 1B). A glicemia de jejum dos 
animais foi maior no grupo que recebeu PNU comparado com o controle e novamente o grupo que 
recebeu McN-A-343 não alterou a glicemia (Figura 1C). A insulina foi mensurada no soro dos 



 
animais por KIT após os estímulos com os agonistas. O grupo que recebeu PNU diminuiu 
significativamente a insulina sérica comparado ao grupo controle (Figura 1D). Estes dados 
demonstram, então, que a gliconeogênese pode estar aumentada nos animais que recebeu o 
estímulo agudo com PNU icv.  
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Figura 1. Teste de tolerância ao piruvato. A. Curva glicêmica após estímulo piruvato ip 2 g/Kg de peso 
corporal; B. Área sob a curva da glicemia do gráfico A. C. Glicemia de jejum; D. Insulina sérica dos animais 
c57 após estímulo ICV de salina, PNU e McN-A-343 de 40 minutos e 2 horas, respectivamente. Anova entre 
os grupos, *p<0.05 

 

Para confirmação do perfil anteriormente observado, foi avaliado a expressão das proteínas 
da via da gliconeogênese no fígado dos animais estimulados com os agonistas ICV. E foi observado 
então que o grupo de animais que receberam PNU icv apresentou maiores níveis de mRNA de 
Pck1, G6Pc e HNF4α (Figura 2). Esses resultados mostram que a gliconeogênese nos animais que 
foram estimulados com PNU, agonista de α7nAChR, está aumentada. Isto pode ser explicado pelo 
aumento de HFN4α que é um alvo da proteína SIRT1. Então, esta parece estar com atividade 
aumentada nos animais que receberam PNU.  
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Figura 2. Níveis de mRNA hepático de Prkaa2; Pck1; G6Pc; PPARGC1α; SIRT1; HNF4α de animais c57 
após estímulo ICV de PNU e McN-A-343 de 40 minutos e 2 horas, respectivamente. A quantidade de mRNA 
foi normalizada pela quantidade de GAPDH. Anova entre os grupos, *p<0.05 **p<0.01. 
 



 
Posteriormente foi avaliado por Western Blotting o conteúdo proteico das proteínas 

downstream SIRT1 e das enzimas gliconeogênicas no fígado dos animais. Os animais estimulados 
com PNU ICV aumentou o conteúdo proteico de PGC1α (Figura 3F), alvo da proteína SIRT1 e 
apresentou tendencia de aumento de pFOXO-1 (Figura 3G), outro alvo da proteína SIRT1. Os 
animais estimulados com agonista de α7nAChR não apresentaram aumento de fosforilação de 
STAT3, apenas no grupo que recebeu McN-A-343, agonista de m1mAChR (Figura 3A). Estes 
resultados sugerem, então, que o estímulo agudo com PNU pode aumentar a atividade de SIRT1 
mediado pelo aumento do conteúdo proteico de proteínas downstream na via de sinalização. Esse 
aumento da atividade de SIRT1, consequentemente, inibe a fosforilação da proteína STAT3 e assim 
ativa a gliconeogênese hepática. 
 

4. Conclusão 
 

Portanto podemos concluir até o momento que o estímulo do receptor α7nAChR por agonista 
colinérgico ICV é capaz de aumentar a gliconeogênese hepática através da regulação positiva da 
atividade da proteína SIRT1 hepática. Porém mais resultados são necessários para investigar de 
que forma o receptor colinérgico α7nAChR pode regular a atividade da proteína SIRT1 e 
consequentemente alterar vias metabólicas como da gliconeogênese hepática.  
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Figura 3. Quantificação do conteúdo proteico hepático de pSTAT3, A;  PEPCK, B; G6Pase, C; SIRT1, D; 
HNF4α, E; PGC1α, F; pFOXO-1, G; pCREB, H; e imunoblotting representativo das proteínas avaliadas, I;  de 
animais c57 após estímulo ICV de PNU e McN-A-343 de 40 minutos e 2 horas, respectivamente. A quantidade 
de proteína foi normalizada pela quantidade de GAPDH. Anova entre os grupos, *p<0.05 **p<0.01. 
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