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RESUMO 

 

Objetivos: A associação entre glúten e obesidade é ainda controversa e escassa na literatura. 

Previamente nosso grupo demonstrou que as dietas sem glúten levaram à redução do peso 

corporal em camundongos alimentados com dieta hiperlipídica. O presente trabalho objetivou 

investigar em modelos experimentais os mecanismos pelos quais o glúten exerce tais ações, 

com ênfase nos seus possíveis efeitos na termogênese, no gasto energético e no metabolismo 

do tecido adiposo. 

Métodos: Camundongos C57BL/6 foram alimentados com dieta padrão (Eutrófico  Eut) ou 

dieta hiperlipídica indutora de obesidade (Obeso  Ob) sem glúten ou adicionadas com 4,5% 

de glúten de trigo (EutG e ObG). Após oito semanas de tratamento, os animais receberam 

glúten radiomarcado com Tecnécio (
99m

Tc-GLU) para estudo da absorção e biodistribuição 

corporal e foram submetidos à calorimetria para avaliação do consumo de oxigênio (VO2) e 

gasto energético. Após a eutanásia o tecido adiposo marrom (TAM) e o tecido adiposo 

subcutâneo (TAS) foram retirados para avaliação da expressão de proteínas relacionadas à 

termogênese e ‘browning’. Adipócitos do tecido adiposo visceral (TAV) foram isolados e 

cultivados para estudo da expressão de genes relacionados à inflamação e ao metabolismo 

lipídico. 

Resultados: A adição de 4,5% glúten não alterou a ingestão calórica em nenhum dos dois 

grupos experimentais (dietas padrão ou hiperlipídica). Apesar disso, os animais que 

consumiram glúten apresentaram maior ganho de peso devido à expansão do TAV e TAS, 

tanto nos grupos eutróficos quanto nos obesos. 
99m

Tc-GLU ou seus fragmentos peptídicos 

foram detectados no sangue, fígado e TAV, sugerindo que o glúten poderia atingir órgãos 

extra-intestinais e exercer ações diretas. No TAM de animais obesos, dietas com glúten 

estiveram associadas à menor expressão da UCP1 (proteína desacopladora da fosforilação 

oxidativa, responsável pela termogênese). No TAS dos grupos EutG e ObG houve também 

redução na expressão das proteínas UCP1 e BMP7 (relacionada à diferenciação de adipócitos 

marrons no tecido adiposo branco: ‘browning’). A calorimetria indireta mostrou menor VO2 

em animais EutG e ObG, comparados aos seus controles. Em obesos, o gasto energético foi 

reduzido com a ingestão de glúten. A ingestão de glúten também reduziu a expressão de 

gênica de adiponectina, PPAR, PPAR e da enzima lipase hormônio-sensível em cultura de 

adipócitos de animais obesos. Nos animais eutróficos a ingestão de glúten aumentou a 

expressão de IL-6 e TNF (p=0,06). 
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Conclusão: Glúten ou seus fragmentos peptídicos podem atingir órgãos periféricos, 

sugerindo efeitos diretos nesses tecidos. A inclusão de glúten de trigo em dietas isocalóricas 

reduziu a termogênese, o ‘browning’ e o gasto energético levando a aumento do peso e 

expansão do tecido adiposo, em camundongos eutróficos e, principalmente, em obesos. 

 

Palavras-chave: glúten de trigo; obesidade; termogênese; calorimetria; cultura de adipócitos 
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ABSTRACT 

 

Objectives: Despite the popularity of gluten-free diets, an association between gluten and 

obesity is still controversial, and there are few controlled studies published. Previously, we 

showed that a gluten-free diet reduces weight gain without changing food intake in mice fed 

high-fat diets. In the present study, we investigated the effects of gluten intake on fat 

metabolism, thermogenesis and energy expenditure in mice fed a standard or a high-fat diet. 

Methods: C57BL/6 mice were fed a standard (Eutrophic  Eut) or high-fat diet (Obese  Ob) 

to induce obesity. EutG and ObG groups had diets containing 4.5% of wheat gluten. After 

eight weeks, the animals received 
99m

Technetium-radiolabeled gluten (
99m

Tc-GLU) orally to 

study gluten absorption and biodistribution or they underwent indirect calorimetry to study 

oxygen consumption (VO2) and energy expenditure. After euthanasia, brown (BAT) and 

subcutaneous adipose tissue (SAT) were collected to assess thermogenic and browning-

related protein expression. Lipid metabolism and the inflammatory profile were studied in 

adipocyte cultures from the four groups. 

Results: Despite having had the same energy intake, EutG and ObG mice exhibited increased 

body weight and fat deposits (SAT and VAT  visceral adipose tissue) compared with their 

respective controls.
99m

Tc-GLU or its peptides were detected in the blood, liver and VAT, 

suggesting that it can reach extra-intestinal organs. Uncoupling protein 1 (UCP1) expression 

was reduced in the BAT of Ob-G and in the SAT of EutG and ObG mice. In SAT of EutG 

and ObG groups there was also a reduction in BMP7 expression (related to browning which is 

the differentiation of brown adipocytes in white adipose tissue). Indirect calorimetry showed 

lower VO2 in EutG and ObG groups compared with their controls. In obese mice, daily 

energy expenditure was reduced with gluten intake. Gluten also reduced adiponectin, 

peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)  and PPAR and hormone-sensitive 

lipase in cultures of adipocytes isolated from Ob mice, while in the EutG group, gluten intake 

increased Il-6 expression and tended to increase that of TNF. 

Conclusion: Gluten or its peptides can reach extra-intestinal organs, such as liver and VAT, 

supporting a direct effect on those sites. The inclusion of wheat gluten in isocaloric diets 

decreases thermogenesis, browning and energy expenditure, and accelerates weight gain and 

adiposity in eutrophic and, mainly, in obese mice. 

 

Keywords: wheat gluten; obesity; thermogenesis; calorimetry; adipocyte culture  
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1 INTRODUÇÃO 

 

De acordo com a Organização Mundial da Saúde, o sobrepeso e a obesidade podem 

ser definidos como acúmulo anormal e excessivo de gordura, acarretando em riscos à saúde 

do indivíduo. O excesso de adiposidade está atualmente entre os principais fatores de risco 

para diversas doenças crônicas não transmissíveis incluindo diabetes, doenças 

cardiovasculares e alguns cânceres (1). 

Recentes pesquisas com estimativa da prevalência do excesso de peso indicaram 

índices alarmantes. Nos Estados Unidos mais de um terço da população adulta é obesa 

(34,9%) e 62% apresenta sobrepeso (1, 2). No Brasil, o sobrepeso e a obesidade atingem 

47,4% e 17,5% da população, respectivamente (3).  

Assim, alternativas para a prevenção e o tratamento do sobrepeso e da obesidade vem 

sendo amplamente estudadas, incluindo a adição ou exclusão de diversos nutrientes e/ou 

alimentos. Neste contexto, muito tem sido comentado sobre o glúten de trigo e suas ações 

imunogênicas.  

O glúten, presente em alguns cereais como trigo, centeio, cevada e aveia, é definido 

como complexo proteico formado por duas frações principais: a prolamina e a glutenina. As 

proteínas formadoras do glúten compõem cerca de 80 a 85% da fração proteica da farinha de 

trigo, assim, 100g de farinha de trigo possuem cerca de 8,5g de glúten (4). Suas características 

de viscosidade e elasticidade são importantes para o processo de panificação, por isso o trigo 

é amplamente utilizado na indústria alimentícia e consumido em todo o mundo (5, 6). O trigo 

é uma das fontes primárias de alimentos, sendo o segundo cereal mais cultivado no mundo 

(7). Nos países ocidentais, estima-se que a ingestão média de glúten pela população em geral 

esteja entre 10 a 15g por dia (8). 

Devido ao alto conteúdo de prolina e glutamina, o glúten não é completamente 

digerido no trato gastrointestinal, aumentando a concentração de peptídeos resistentes à 

clivagem enzimática no lúmen intestinal (9). Assim, esses fragmentos peptídicos poderiam 

desencadear respostas inflamatórias (10), estando relacionados ao desenvolvimento das 

desordens relacionadas ao glúten como a doença celíaca, a alergia ao trigo e a recentemente 

descrita, sensibilidade ao glúten não-celíaca (11, 12). Diversas pesquisas vêm sendo 

desenvolvidas e ressaltam o papel imunogênico do glúten e de seus fragmentos peptídicos. Já 

foram apresentadas evidências de alterações no perfil de microbiota intestinal (13, 14), 

aumento da permeabilidade intestinal (15) e exacerbação do perfil inflamatório (16, 17) 
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associados à ingestão da proteína. Embora essas alterações tenham sido descritas 

principalmente na doença celíaca, há relatos de benefícios da exclusão do glúten em outras 

doenças como autismo, síndrome do intestino irritável, artrite reumatoide e diabetes tipo 1 

(17). 

O papel do glúten na obesidade é pouco descrito na literatura científica, apesar das 

dietas isentas de glúten estarem ganhando popularidade e sendo utilizadas como abordagem 

terapêutica para o emagrecimento. Pioneiro estudo realizado por Soares et al. (18) demonstrou 

efeitos deletérios do glúten de trigo contribuindo para aumento do peso e da adiposidade, 

resistência à insulina e maior perfil pró-inflamatório em animais obesos alimentados com a 

proteína.  

No entanto, não está claro se o glúten ou seus fragmentos peptídicos poderiam atingir 

a circulação sistêmica e órgãos periféricos para exercer esses efeitos metabólicos e 

inflamatórios. Até o momento, não há estudos que investigaram a absorção e o metabolismo 

da proteína em animais obesos e molecularmente não se conhecem as vias associadas ao 

aumento de peso e à inflamação. Desta forma, o presente trabalho investigou alguns 

mecanismos pelos quais o glúten leva à expansão do tecido adiposo estudando sua absorção e 

suas ações metabólicas e inflamatórias. 
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Glúten: definição e estrutura 

 

O glúten pode ser definido como complexo proteico presente em cereais como trigo, 

centeio, cevada e aveia. O glúten contém centenas de componentes proteicos e sua 

composição aminoacídica única é caracterizada por alto conteúdo de glutamina (30-40%) e 

prolina (20%) e baixas quantidades de triptofano e lisina. As proteínas do glúten podem ser 

divididas em duas frações principais, de acordo com a solubilidade: os fragmentos 

polipeptídicos que constituem a fração solúvel em álcool são denominados prolaminas e a 

fração insolúvel é denominada glutenina (5, 6, 19). 

Quando em contato com a água, por homogeneização mecânica, a glutenina e 

prolamina se interagem por meio de pontes de hidrogênio, ligações de Van der Waals e pontes 

dissulfeto, dando origem à massa com características de viscosidade e elasticidade 

fundamentais para o processo de panificação. Entre os cereais que contém glúten, nenhum 

apresenta proteínas com capacidade para a formação da massa como o trigo, sendo o mais 

utilizado na indústria alimentícia (6). 

Considerando as duas frações proteicas principais, a prolamina difere de acordo com o 

tipo de cereal em que está presente: gliadina no trigo, secalina no centeio, hordeína na cevada 

e avenina na aveia (19).  

O glúten tem sido amplamente estudado pelo seu importante papel na doença celíaca, 

sendo que já foi demonstrada a toxicidade da gliadina, da hordeína e da secalina nesta doença 

(20). Entretanto, quanto ao papel tóxico da avenina ainda existem controvérsias (21). 

A propriedade do glúten em promover inflamação intestinal está associada à sua 

habilidade em desencadear respostas imunes celulares e humorais. Epítopos imunorreativos às 

células T foram encontrados na gliadina e glutenina, sendo que pelo menos 50 epítopos 

exercendo atividade citotóxica, imunomodulatória e de alteração de permeabilidade intestinal 

já foram identificados nos peptídeos (15, 22). Entre os fragmentos identificados, o peptídeo 

33-mer exerce maior atividade imunogênica (15) (Figura 1). 
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Figura 1: Motivos de gliadina com atividade citotóxica, imunomodulatória e de 

alterações de permeabilidade intestinal 

Vermelho: atividade citotóxica; verde-claro: atividade imunomodulatória (33-mer); azul:atividade de alteração 

de permeabilidade intestinal e liberação de zonulina; verde-escuro: liberação de IL-8 (Interleucina 8).  

Fonte: Fasano, A. Physiol Rev, 91:151-175 (2011). 

 

 

  



21 
 

2.2 Desordens relacionadas ao glúten 

 

Doença celíaca, alergia ao trigo e sensibilidade ao glúten não-celíaca 

 

 A doença celíaca, a alergia ao trigo e a sensibilidade ao glúten não-celíaca representam 

as principais reações ao glúten mediadas pelo sistema imunológico. Atualmente, estima-se 

que essas desordens atinjam cerca de 10% da população (11) e são desencadeadas pela 

ingestão de glúten por indivíduos com alguma predisposição genética ou imunológica. 

 A doença celíaca (DC) apresenta características de doença autoimune e constitui 

enteropatia crônica desencadeada pela ingestão de glúten por indivíduos susceptíveis 

geneticamente, sendo essa susceptibilidade sugerida pela associação com certos antígenos 

leucocitários humanos (HLA). A expressão dessas moléculas de HLA-DQ2 ou HLA-DQ8 é 

necessária, mas não suficiente para o desenvolvimento da doença e o HLA-DQ2 é encontrado 

em até 95% dos pacientes celíacos (12). A prevalência da doença é aproximadamente 1% da 

população e permanece não diagnosticada em grande parte dos indivíduos afetados (20). Os 

sintomas clássicos da DC envolvem diarreia, dor abdominal e perda de peso. Outras 

manifestações incluem anemia ferropriva, osteoporose e em estágios mais avançados 

alterações neurológicas, hipoproteinemia e hipocalcemia. A DC pode também ser 

assintomática, o que a torna de difícil diagnóstico clínico. O diagnóstico da DC requer 

resposta positiva à dieta isenta de glúten e biópsia intestinal com achados característicos de 

linfocitose intraepitelia, hiperplasia de criptas e atrofia de vilosidades (10, 11). 

 A alergia ao trigo atinge 0,4% da população e é definida como reação imunológica 

imediata à ingestão de glúten, estando entre as oito alergias alimentares mediadas por IgE 

mais comum nos Estados Unidos. A ingestão de glúten por indivíduos alérgicos pode 

desencadear sintomas cutâneos, gastrointestinais e respiratórios (11, 12). 

A sensibilidade ao glúten não-celíaca (SGNC) é uma nova condição clínica 

desencadeada pela ingestão de glúten, levando a presença de sintomas intestinais e extra-

intestinais que desaparecem após a retirada da proteína. No entanto, não deve haver atrofia de 

vilosidades intestinais ou marcadores sorológicos compatíveis com a doença celíaca ou 

alergia ao trigo (23). Os sinais clínicos são diversos e envolvem dor e distensão abdominal, 

cefaleia, fadiga crônica, dores musculares, entre outros (23). Não há abrangentes estudos 

epidemiológicos publicados, mas a prevalência é estimada em 3-6% da população geral. 
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Embora a associação genética, fatores ambientais e anticorpos já tenham sido identificados na 

DC, a fisiopatologia da SGNC não é clara (11). 

O tratamento clínico para as desordens relacionadas ao glúten é baseado na completa 

exclusão dietética dos cereais (trigo, centeio, cevada e aveia) e todos os alimentos que os 

contém. Em relação à aveia, ainda existem controvérsias sobre a sua tolerância pelos 

pacientes. Alguns estudos argumentam que a ingestão da aveia pura e livre de contaminações 

parece ser seguro, porém deve ser introduzido com cautela e os pacientes monitorados (20).  
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2.3 Evidências científicas dos possíveis benefícios da exclusão do glúten em 

outras doenças 

 

Além das desordens relacionadas ao glúten, existem algumas evidências científicas 

mostrando benefícios da exclusão do glúten em outras doenças como dermatite herpetiforme, 

síndrome do intestino irritável, esclerose múltipla, autismo, enteropatia associada ao HIV e 

diabetes tipo 1. Porém o uso da dieta sem glúten ainda não é consenso para o tratamento 

desses pacientes (17). 

 

Dermatite herpetiforme 

 

A dermatite herpetiforme é caracterizada por condição cutânea autoimune associada 

com enteropatias de sensibilidade ao glúten e atualmente é reconhecida como manifestações 

extra-intestinais da doença celíaca (24). A sua fisiopatologia não está completamente 

elucidada e o tratamento envolve a retirada do glúten da dieta (25). Estudos mostraram que 

para a maioria dos pacientes, a isenção do glúten foi eficiente para atenuar os sinais cutâneos 

e reduzir ou retirar o tratamento medicamentoso (26-28). No entanto, ainda não há consenso 

sobre o uso dessa dieta, visto que em alguns pacientes não é observada melhora dos sintomas 

após a exclusão do glúten (29) e em outros a remissão é mantida após a reintrodução da 

proteína (30). 

 

Desordens neurológicas: esclerose múltipla e autismo 

 

 O papel do glúten em desordens neurológicas como a esclerose múltipla e o autismo 

tem sido discutido e estudado. A esclerose múltipla constitui desordem inflamatória 

autoimune do sistema nervoso central e tem etiologia multifatorial, incluindo fatores 

ambientais, imunológicos e genéticos (31). Alguns autores relataram regressão dos sintomas 

da esclerose múltipla após a isenção do glúten da dieta, sendo esta dieta sugerida aos 

pacientes (32-34). Recentemente, associação entre anticorpos anti-gliadina e anti-

transglutaminase tecidual foi demonstrada em pacientes com esclerose múltipla (35). Estudo 

publicado por Reichelt e Jensen (36) mostrou que esses anticorpos foram detectados com 

maior frequência no sangue de pacientes com esclerose múltipla (n=36), quando comparado a 

pacientes controles (n=26). No entanto, outros trabalhos mostraram que não há evidências 
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científicas suficientes para justificar o uso da dieta sem glúten como tratamento clínico para 

esses pacientes (34, 37, 38). 

 Os transtornos do espectro do autismo são clinicamente caracterizados por 

dificuldades de interação social, de comunicação verbal e não-verbal e comportamentos 

estereotipados (39). Em busca de alternativas terapêuticas, considerável atenção tem sido 

destinada às dietas isentas de glúten e de caseína (proteína presente no leite e seus derivados) 

como tratamento para esses transtornos (40). Um estudo baseado em relatos de pais de 

crianças autistas observou que a completa eliminação do glúten e da caseína levou à melhora 

significativa de sintomas físicos e do comportamento social (41). Outros dois relatos de casos 

mostraram melhora de crises convulsivas e dos sintomas do autismo com essa mesma dieta 

(42, 43). No entanto, estudo de meta-análise incluindo artigos de 1970 a 2013 concluiu que 

evidências para suportar a exclusão do glúten e de leite e derivados são ainda limitadas e 

insuficientes (44). 

 

Diabetes tipo 1 

 

O diabetes tipo 1 e a doença celíaca são, ambos, considerados doenças autoimunes e 

há alta prevalência de pacientes com as duas doenças que compartilham semelhantes alelos e 

antecedentes genético (45). Entre os pacientes diagnosticados com diabetes tipo 1 e doença 

celíaca, a maioria foi diagnosticada com diabetes antes da doença celíaca, provavelmente pelo 

fator protetor desempenhado pela dieta sem glúten sobre o diabetes (46). 

Diante dessas observações, a conexão entre o glúten e a patogênese do diabetes tipo 1 

tem sido discutida no meio científico (47). Já foi demonstrado o efeito protetor das dietas 

isentas de glúten no desenvolvimento de doenças autoimunes, incluindo o diabetes tipo 1 

(46). Dall et al. (48) observaram que fragmentos da gliadina, principalmente o 33-mer, pode 

afetar diretamente as células -pancreáticas contribuindo para a hiperatividade dessas células 

observada antes do desenvolvimento do diabetes tipo 1. Também foi relatado que o glúten 

aumenta a atividade de células NK (natural killer) contra as células  do pâncreas (49). Além 

disso, autores mostraram que as dietas isentas de glúten reduziram a incidência de diabetes 

tipo 1 de 64% para 15% em camundongos NOD (diabéticos não-obesos) (50). Em humanos, 

seis meses de isenção do glúten apresentou efeitos benéficos na preservação da função das 

células  em indivíduos em risco para diabetes tipo 1 (51). 
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No entanto, os resultados são controversos. Klemetti et al. (52) observaram que a 

resposta das células T ao glúten estiveram levemente aumentada em pacientes recém 

diagnosticados com diabetes tipo 1, porém resposta imune celular ao glúten não foi observada 

na maioria dos pacientes. Assim, os resultados não são suficientes para comprovar o papel do 

glúten na patogênese do diabetes tipo 1 em humanos. Funda et al. (53) também mostraram 

efeitos similares das dietas isentas ou não de glúten na prevenção do diabetes em 

camundongos NOD. 

Em conclusão, apesar de algumas evidências científicas, a adoção da dieta isenta de 

glúten ainda não é consenso para pacientes com diabetes tipo 1 e a indicação deve ser 

realizada com cuidado. 

 

Artrite reumatoide 

 

O papel do glúten na artrite reumatoide também é ainda controverso. Essa doença 

constitui síndrome clínica definida por diversos achados e sintomas, mas a principal 

característica é a inflamação crônica e destrutiva primariamente localizada no revestimento 

sinovial das articulações diartrodiais (54). Pacientes com artrite reumatoide possuem aumento 

do risco cardiovascular e aterosclerose, apresentando perfil lipídico anormal. Assim, 

medicamentos e manipulação dietética são opções de tratamento para a dislipidemia nesses 

pacientes (55). Portanto, considerando essas alterações, a dieta isenta de glúten poderia 

exercer algum benefício. Elkan et al. (56) mostraram que dieta vegetariana isenta de glúten 

reduziu o IMC (Índice de Massa Corporal) e a lipoproteína de baixa densidade (LDL) quando 

comparado à dieta controle, mudanças potencialmente ateroprotetoras e anti-inflamatórias.  

Além dos benefícios considerando alterações no perfil lipídico, Hafström et al. (57) 

observaram que essa mesma dieta seguida por 22 pacientes por nove meses ou mais, 

significativamente reduziu os níveis de anticorpos anti-β-lactoglobulina e anti-gliadina e 

houve melhora dos sintomas. No entanto, o papel desempenhado pelo glúten nessas alterações 

é desconhecido. 
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2.4 Consequências nutricionais das dietas isentas de glúten 

 

Com a crescente popularidade das dietas isentas de glúten, muito se questiona sobre os 

possíveis benefícios e malefícios da completa retirada dessa proteína da alimentação. Devido 

à sua composição aminoacídica, o glúten é considerado proteína de baixo valor biológico, 

principalmente por conter pequeno teor do aminoácido essencial lisina (58). Assim sendo, a 

exclusão do glúten não causaria deficiências proteicas. Com o objetivo de avaliar possíveis 

consequências nutricionais, detalhado estudo com 37 pacientes celíacos mostrou deficiências 

mínimas com a isenção do glúten (59).  

No entanto, a menor ingestão de produtos derivados do trigo tem como principal 

consequência indesejável a redução da ingestão de fibras alimentares e polissacarídeos, 

nutrientes com ação probiótica que estão naturalmente presentes nesses alimentos (13, 60). 

Assim, a adoção da dieta isenta de glúten pode apresentar impactos negativos na saúde 

intestinal, tendo alguns estudos mostrado associação desta dieta com alterações no perfil da 

microbiota intestinal (disbiose). As mais relevantes alterações parecem estar relacionadas à 

redução nos grupos benéficos (Bifidobacterium, Lactobacillus and Bifidobacterium longum) e 

aumento nos grupos patogênicos (Enterobacteriaceae e Escherichia coli) (13, 14, 61). No 

entanto, a relação de causalidade considerando o papel do glúten e o papel das fibras como 

causa da disbiose ainda não é bem esclarecida. 

Outra consequência adversa da dieta sem glúten pode estar associada ao aumento da 

ingestão calórica consequente à inadequada substituição dos alimentos e escolhas de 

alimentos sem glúten com menor valor nutricional (62). De acordo com Saturni et al. (63) os 

indivíduos tendem a compensar a restrição imposta pela dieta ingerindo alimentos com alto 

teor de gorduras, açúcares e calorias.  

Assim, a exclusão do glúten é nutricionalmente segura e os efeitos adversos parecem 

estar principalmente associados à menor ingestão de fibras. A adequada prescrição alimentar 

por nutricionista pode auxiliar os pacientes a aderirem dieta isenta de glúten equilibrada, 

sendo os alimentos densos em nutrientes, naturalmente isentos de glúten e balanceados em 

macro e micronutrientes a opção de escolha (64). 
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2.5 O papel imunogênico do glúten 

 

 O surgimento das desordens relacionadas ao glúten não é surpreendente visto que o 

glúten foi introduzido recentemente na dieta humana. O estilo de vida do homem caçador-

coletor ancestral, no período paleolítico, sustentou a humanidade por 2,4 milhões de anos. Sua 

dieta consistia de vegetais, frutas, sementes, raízes, carnes e insetos. Apenas recentemente na 

história da humanidade, há cerca de 10.000 anos, a prática da agricultura foi desenvolvida e 

os cereais introduzidos na alimentação (65, 66). Ademais, nos últimos 500 anos a ingestão de 

trigo e de alimentos processados contendo glúten aumentou drasticamente (11). Desta forma, 

é sugerido que os indivíduos são geneticamente melhor adaptados à dieta ancestral do que à 

alimentação atual baseada na agricultura e alimentos processados. 

 Além disso, discute-se sobre as alterações genéticas sofridas pelo trigo ao longo dos 

anos. Achados arqueológicos sugerem que sucessivos cruzamentos espontâneos do trigo 

selvagem com gramíneas levaram a alterações genômicas gerando híbridos com 

características de maior fertilidade. No entanto, os tipos de trigo Triticum monococcum e 

Triticum dicoccum cultivados por milhares de anos continham menores quantidades do 

fragmento da gliadina com maior característica tóxica (o 33-mer) (67, 68). 

  

Glúten e aumento da permeabilidade intestinal 

  

Muito é estudado e conhecido sobre o papel do glúten e seus peptídeos na doença 

celíaca. A gliadina, em razão do seu elevado teor de prolina e glutamina, não pode ser 

completamente digerida pelo trato gastrointestinal, sendo seus peptídeos resistentes à 

degradação pelas proteases gástricas, pancreáticas e da membrana epitelial. Assim, esses 

peptídeos com características imunogênicas podem interagir com células do sistema imune na 

lâmina própria desencadeando resposta imunológica (22, 69). 

 Após ingestão, fragmentos parcialmente degradados da gliadina interagem com a 

mucosa intestinal levando a liberação de IL-8 (Interleucina 8) pelos enterócitos. Essa citocina 

provoca imediato recrutamento de neutrófilos na lâmina própria (69). Neste mesmo momento, 

outros fragmentos peptídicos da gliadina levam a aumento da permeabilidade intestinal. 

Evidências do estudo realizado por Drago et al. (70) indicaram que os fragmentos de gliadina 

induzem a liberação de zonulina e a consequente reorganização do citoesqueleto, 

deslocamento da ZO-1 (proteína da zona ocludente 1) do complexo juncional e separação das 
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proteínas da junção firme no intestino. Em celíacos, essa via é dependente de MyD88 e do 

receptor CXCR3 e os efeitos mediados pelo 33-mer e outros peptídeos imunomodulatórios. O 

aumento da permeabilidade intestinal permite translocação paracelular dos fragmentos da 

gliadina que ganham acesso à submucosa. A gliadina induz a produção de citocinas e ativa o 

sistema de sinalização da zonulina independente da predisposição genética do indivíduo, ou 

seja, essas alterações podem ocorrer tanto em celíacos quanto saudáveis (15, 70, 71). 

Além de aumentar a permeabilidade intestinal via liberação da zonulina, a presença de 

fragmentos da gliadina na submucosa intestinal permite a sua interação com macrófagos. Essa 

interação inicia sinalização dependente de MyD88 e independente de TLR4 e TLR2 

(Receptores do Tipo Toll 2 e 4), resultando em produção de citocinas, resposta pró-

inflamatória do tipo Th1 e infiltração de células mononucleares na submucosa (16). A 

presença de mediadores inflamatórios como TNF (fator de necrose tumoral) e IFN 

(Interferon ) pode também alterar a permeabilidade intestinal, perpetuando a disfunção da 

barreira intestinal inicialmente causada pela liberação da zonulina (15). 

 Em indivíduos geneticamente predispostos, a translocação dos fragmentos de gliadina 

para o espaço submucoso permite a interação das células T com as células apresentadoras de 

antígenos, incluindo macrófagos, via HLA DQ2/DQ8. Além disso, células dendríticas 

carregadas de gliadina migram do intestino para linfonodos mesentéricos e pancreáticos onde 

apresentam os antígenos, levando à migração de células T e exacerbação do processo 

inflamatório. O resultado é o desenvolvimento de resposta imune adaptativa responsável pelos 

danos vistos na mucosa intestinal de pacientes celíacos (10). Ocorre também maior expressão 

de IL-15 por enterócitos de indivíduos celíacos, perpetuando o dano epitelial e promovendo 

proliferação das células T (72). 

Desta forma, sugere-se que os fragmentos peptídicos da gliadina podem aumentar a 

permeabilidade intestinal e, por transporte paracelular, entrariam no espaço mucoso intestinal 

desencadeando reação imunológica inflamatória. Com isso, mesmo em indivíduos saudáveis, 

a gliadina tem potencial para atingir e influenciar outros tecidos do organismo. Algumas 

dessas alterações provocadas pelos fragmentos peptídicos de gliadina estão apresentadas na 

Figura 2. 
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Figura 2: Mecanismos de liberação da zonulina, aumento de permeabilidade intestinal e 

indução de resposta inflamatória provocados por fragmentos de gliadina 

1. Fragmentos peptídicos da gliadina provenientes da digestão do glúten consumido pela dieta. 2. Liberação da 

zonulina pelos fragmentos de gliadina mediada por CXCR3 e MyD88. 3. Deslocamento da ZO-1 do complexo 

juncional, separação das proteínas da junção firme no intestino e consequente aumento da permeabilidade 

intestinal provocados pela zonulina. 4. Transporte paracelular dos peptídeos de gliadina para o espaço 

submucoso. 5. Apresentação dos antígenos via HLA-DQ2/DQ8 em indivíduos geneticamente pré-dispostos e 

desenvolvimento da resposta imune adaptativa. 6. A resposta imune provoca danos na mucosa intestinal com 

atrofia das microvilosidades. ER (retículo endoplasmático). 

Fonte: adaptado de Fasano, A. Physiol Rev, 91:151-175 (2011). 
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2.6 O papel do glúten na obesidade  

 

Obesidade é definida como acúmulo excessivo ou anormal de gordura corporal que 

pode ter impactos prejudiciais à saúde e resulta do desequilíbrio energético, em que a ingestão 

de calorias é excedente em relação ao gasto pelo organismo (1).  

O sobrepeso e a obesidade são atualmente considerados um dos maiores problemas 

mundiais de saúde pública, sendo reconhecidos como causa de elevado risco para o 

desenvolvimento de diabetes tipo 2, hipertensão arterial, dislipidemia e doenças 

cardiovasculares (73). Pelo menos 2,8 milhões de adultos morrem a cada ano em decorrência 

do sobrepeso ou da obesidade. A Organização Mundial de Saúde estimou que, em 2008, mais 

de 1,4 bilhões de adultos tinham sobrepeso e mais de 10% da população mundial adulta 

estava obesa (1).  

Estudos indicam que a obesidade é acompanhada por inflamação crônica de baixo 

grau, principalmente devido ao acúmulo de células inflamatórias como linfócitos e 

macrófagos no tecido adiposo. Essas células inflamatórias juntamente com os adipócitos 

secretam várias citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, como TNF, IL-6, CCL2/MCP1 

(proteína quimiotática de monócitos 1), resistina, leptina, entre outras, que contribuem para o 

desenvolvimento da síndrome metabólica e podem exacerbar as consequências da obesidade 

(74, 75). 

Novos medicamentos, dietas e estratégias nutricionais vêm sendo estudadas visando a 

prevenção e o tratamento do sobrepeso e da obesidade. Recentemente a retirada do glúten da 

alimentação tem ganhado destaque neste cenário. Nos Estados Unidos, o mercado dos 

produtos alimentícios sem glúten cresceu 28% entre 2004 e 2011 (12), sendo que a venda 

movimentou seis bilhões de dólares e as expectativas são que atinjam 10,2 bilhões em 2018 

(76). No entanto, o maior crescimento das vendas de alimentos sem glúten é atribuído aos 

indivíduos que visam o emagrecimento e alimentação saudável e não diagnosticados com 

alguma desordem relacionada ao glúten.  

Contudo, apesar da enorme popularidade das dietas isentas de glúten e o grande 

número de livros publicados sobre o assunto, a associação do glúten com obesidade e 

emagrecimento ainda é inconsistente na literatura científica e pouco se sabe sobre o assunto 

(77, 78). 

 Estudos com pacientes celíacos que aderiram à dieta sem glúten mostraram aumento 

do IMC e percentual de indivíduos com sobrepeso (79, 80). Esse aumento, na verdade, pode 
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estar associado à melhora da atrofia das vilosidades, absorção intestinal (80) e maior valor 

calórico de alguns produtos isentos de glúten (81), sendo grande fator de confusão. No 

entanto, quando os pacientes celíacos são categorizados de acordo com o peso antes da adesão 

à dieta, pôde-se observar aumento do peso entre aqueles com IMC abaixo da normalidade 

(IMC < 18,5) e redução entre aqueles com sobrepeso ou obesidade (IMC >25) (82). 

Novas evidências vêm mostrando o papel pró-inflamatório e imunogênico do glúten e 

dos fragmentos de gliadina. Thomas et al. (16) mostraram que o peptídeo 33-mer pode atuar 

como agente pró-inflamatório, aumentando a expressão gênica e produção de citocinas 

inflamatórias por macrófagos, principalmente TNF. Em outro estudo com suínos, os autores 

mostraram que a dieta isenta de cereais reduziu níveis da proteína C reativa (PCR), 

importante marcador fisiológico de inflamação e melhorou o controle da pressão arterial (83). 

Ademais Fasano (15) relatou que o glúten e os fragmentos de gliadina podem levar à 

liberação de zonulina e aumento da permeabilidade intestinal, conforme discutido 

previamente. Embora exacerbada na doença celíaca, essas alterações não foram vistas apenas 

na presença da doença (15). 

A capacidade do glúten em aumentar o peso corporal, bem como os mecanismos 

metabólicos associados a esse efeito obesogênico são ainda incertos. No entanto, o papel do 

glúten relacionado ao aumento da inflamação intestinal e alterações no perfil da microbiota 

tem sido descrito, e essas ações estão intimamente relacionadas ao desenvolvimento da 

obesidade. 

 Importante trabalho realizado no nosso laboratório mostrou que a exclusão do glúten 

de trigo da dieta exerceu efeito protetor sobre o ganho de peso e adiposidade. Os dados 

mostraram que o glúten levou a redução da expressão de PPAR-γ (Receptores Ativados por 

Proliferadores de Peroxissomos) e PPAR-α, e consequentemente das enzimas lipase 

lipoproteica, lipase hormônio sensível e carnitina palmitoil transferase-1, levando a menor 

mobilização e oxidação de ácidos graxos e causando maior acúmulo de triacilgliceróis no 

tecido adiposo. Além disso, observou-se atenuação do perfil inflamatório (maiores níveis de 

adiponectina e menores níveis de leptina, IL-6, TNF e resistina) em animais obesos que 

receberam dieta isenta de glúten (Figura 3) (18). 

O papel do glúten sobre consequências metabólicas da obesidade, principalmente o 

diabetes tipo 2, também tem sido investigado, embora poucos estudos tenham sido 

publicados. Em humanos com diabetes tipo 2, dois trabalhos conduzidos pelo mesmo grupo 

não observaram diferenças nas concentrações séricas pós-prandiais de glicose, insulina, 

glucagon, ácidos graxos, peptídeo semelhante ao glucagon (GLP1) e fatores que contribuem 
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para doenças cardiovasculares, comparando a ingestão de glúten com outras fontes proteicas 

(caseína, proteína isolada do soro do leite ou bacalhau). No entanto essas concentrações foram 

avaliadas após a ingestão de apenas uma refeição contendo as diferentes fontes proteicas (84, 

85).  

Contudo, em modelos animais, dois trabalhos mostram a relação da ingestão de glúten 

com piora da resistência à insulina. Jönsson et al. (83) mostraram que a exclusão de cereais da 

dieta levou a melhora da sensibilidade à insulina em suínos. Resultados semelhantes foram 

observados por Soares et al. (18) em camundongos obesos com dieta isenta de glúten. Os 

autores observaram que a melhora da sensibilidade à insulina esteve associada à redução na 

concentração de resistina e aumento na expressão do receptor de insulina e do transportador 

de glicose tipo 4 (GLUT4).  

Diante dessas evidências, a exclusão do glúten poderia ser utilizada como possível 

ferramenta na prevenção e tratamento da obesidade e suas desordens metabólicas. 

 

 

 

Figura 3: Proposta dos efeitos da dieta isenta ou não de glúten de trigo no metabolismo 

do tecido adiposo branco 

Em dietas contendo glúten, ocorreu menor expressão de PPAR e PPAR, levando a redução da expressão 

enzimática de lipase lipoproteica (LPL), lipase hormônio-sensível (LHS) e carnitina-palmitoil transferase 

(CPT1). Essas alterações resultaram em menor captação de ácidos graxos (AG) a partir de lipoproteínas, menor 

hidrólise de triacilglicerois (TAG) intracelulares e menor oxidação de AG, levando a acúmulo lipídico e 

expansão do tecido adiposo. A ingestão de glúten também esteve associada à redução na expressão de GLUT4 e 

aumento da resistência à insulina. 

Fonte: baseado em Soares et al. J Nutr Biochem, 24(6):1105-11 (2013). 
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2.7 Os diferentes tipos de tecido adiposo 

 

As funções primárias e clássicas do tecido adiposo envolvem o isolamento e proteção 

do organismo e o estoque de lipídeos que serão utilizados durante o jejum para assegurar 

suficiente suprimento energético (86). O tecido adiposo é importante órgão que evoluiu para 

responder a mudanças na oferta de nutrientes e de temperatura e existem dois tipos de tecido 

adiposo com diferentes características: o branco (TAB) e o marrom (TAM) (87). 

 O tecido adiposo branco estoca grande quantidade de energia na forma de 

triacilgliceróis que podem ser hidrolisados a ácidos graxos livres (que serão oxidados para 

produção de ATP) quando há baixo estoque de energia. O tecido adiposo marrom atua na 

manutenção da temperatura corporal, armazenando triacilgliceróis que são quebrados para 

liberação da energia na forma de calor (termogênese) (87).  

 Morfologicamente diferentes, o TAB é constituído por adipócitos uniloculares brancos 

e, por ser um órgão endócrino, contribui para as alterações metabólicas observadas na 

obesidade. O TAM é caracterizado por adipócitos multiloculares marrons, com grande 

número de mitocôndrias e alta expressão de UCP1 (proteína desacopladora 1). Essa proteína 

está presente na membrana interna da mitocôndria e atua como canal de prótons, dissipando a 

energia gerada na fosforilação oxidativa na forma de calor ao invés de canalizá-la para 

produção de ATP (88). Quando ativado por estímulos -adrenérgicos ou pelo frio os 

adipócitos marrons dissipam a energia química armazenada na forma lipídica, contribuindo 

para a manutenção da temperatura corporal. Em humanos, exposição repetida a baixas 

temperaturas aumenta a atividade do TAM e a termogênese (89). Em humanos, o TAM é 

conhecidamente presente em recém-nascidos e acreditava-se que este tecido desaparecia 

durante o período pós-natal. No entanto, estudos recentes realizados com tomografia por 

emissão de pósitrons (PET) demonstraram a existência de consideráveis sítios ativos desse 

tecido adiposo também em adultos (90, 91). 

 Além dos adipócitos brancos e marrons, nos últimos anos novo tipo de adipócito foi 

identificado e tem sido alvo de diversos estudos: o adipócito bege. Esses adipócitos 

desenvolvem-se no tecido adiposo branco em processo conhecido por browning. Em 

camundongos, os adipócitos beges podem ser encontrados no tecido adiposo subcutâneo da 

região inguinal, os adipócitos marrons são encontrados no tecido adiposo interescapular e os 

brancos no tecido adiposo visceral (epididimal e gonadal). Em humanos a localização dos 

adipócitos marrons e beges é ainda controversa (92) (Figura 4). 
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Figura 4: Fenótipos dos três diferentes tecidos adiposos 

Micrografia eletrônica de varredura demonstra as características do tecido adiposo de camundongos. a. 

Adipócitos brancos na região inguinal contendo apenas uma gotícula lipídicas. b. Adipócitos marrons no tecido 

adiposo interscapular com múltiplas gotículas lipídicas. c. Browning do TAB leva a formação de ilhas de 

adipócitos multiloculares beges. d. Micrografia eletrônica de transmissão de um adipócito bege no TAB, 

mostrando o alto número de mitocôndrias. Barra de escala: a-c 50m; d 5m. LD: gotícula lipídica; C: capilar; 

E: célula endotelial; M: mitocôndria; TAB: tecido adiposo branco. 

Fonte: Bartelt, A. Heeren, J. Nat Rev Endocrinol. 10, 24-36 (2014) 
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2.8 Adipócitos beges e o processo de browning 

 

 Os adipócitos beges (também chamados de marrons induzíveis ou ‘brown-in-white’ ou 

‘brite’) despertaram o interesse da ciência por seu potencial terapêutico no tratamento da 

obesidade e desordens relacionadas (93). Os adipócitos beges apresentam morfologia 

multilocular, possuem grande número de mitrocôndrias e expressam UCP1, ao contrário dos 

adipócitos brancos que não possuem essa proteína (92).  

Apesar de possuírem características morfológicas semelhantes aos adipócitos marrons, 

os adipócitos beges surgem a partir de diferentes precursores. As células adiposas clássicas 

marrons derivam de linhagem miogência Myf-5
+
 e não de linhagens adipogênicas (94). Por 

sua vez, os adipócitos beges originam-se no TAB por geração de novo a partir de pré-

adipócitos, compartilhando precursores comuns aos adipócitos brancos. Outro processo 

alternativo de transdiferenciação também foi descrito, evidenciando que adipócitos beges 

formados por geração de novo após indução pelo frio podem se diferenciar em adipócitos 

brancos em períodos de termoneutralidade ou estímulo por dieta hiperlipídica. Após novo 

estímulo, os mesmos adipócitos podem readquirir a morfologia multilocular, por 

transdiferenciação. Ambos os processos podem coexistir de forma independente (95). 

O processo de browning e a diferenciação dos adipócitos marrons no TAM são 

regulados por diversos fatores. Por ser crucial para a função dos adipócitos beges e marrons, a 

expressão da UCP1, proteína desacopladora da fosforilação oxidativa, é importante ponto 

regulador. Maior expressão dessa proteína no tecido adiposo está associada com aumento da 

termogênese (96). 

O PGC1 (coativador de PPAR) tem sido considerado o regulador mais importante da 

termogênese, ligando-se ao PPAR ou PPAR para ativar a expressão da UCP1 e 

promovendo adipogênese do tecido marrom. Além disso, o PGC1 também regula a 

biogênese mitocondrial, ativando a expressão de enzimas mitocondriais chaves da cadeia 

respiratória (97, 98). 

A proteína BMP7 (proteína morfogenética óssea 7) é importante indutora da 

diferenciação de adipócitos marrons, levando a maior expressão de UCP1, maior consumo de 

oxigênio, termogênese e aumento da massa e atividade do TAM (99). De acordo com Boon et 

al. (100) maior expressão da BMP7 reduziu a obesidade, o acúmulo hepático de gordura e 

atenuou a dislipidemia e hiperglicemia em camundongos com obesidade induzida por dieta. 
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Além disso, essa proteína está associada à formação de adipócitos beges no TAB, 

independente da temperatura (100). 

Outro importante fator para diferenciação dos adipócitos marrons a partir de 

precursores Myf5
+
 é o PRDM16. Este cofator é altamente expresso nos adipócitos marrons 

quando comparados aos brancos e inibe a expressão de genes clássicos dos adipócitos 

brancos. Quando ectopicamente expressa em pré-adipócitos no tecido adiposo branco, a 

PRDM16 induz a formação da morfologia multilocular e a transcrição de várias proteínas 

envolvidas na termogênese (incluindo a PGC1 e UCP1) (101, 102). 
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2.9 Os componentes do gasto energético 

 

Com o aumento da prevalência do excesso de peso e a necessidade de busca por 

tratamentos eficazes, há grande interesse no estudo das variações no gasto energético e como 

este pode contribuir para o balanço calórico diário (103). Variações no peso corporal ocorrem 

apenas quando não há homeostase energética, sendo a ingestão calórica diferente do gasto 

energético. Portanto, o emagrecimento é decorrente do balanço energético negativo (ingestão 

menor que o gasto) e o ganho de peso do balanço energético positivo (ingestão maior que o 

gasto) (104, 105). 

Classicamente, o gasto energético total envolve três componentes principais: a taxa 

metabólica basal (TMB), o efeito térmico dos alimentos e a energia gasta com atividades 

físicas. A taxa metabólica basal corresponde à energia utilizada para manutenção das funções 

vitais no repouso e representa aproximadamente 60 a 70% do gasto energético total (em 

sedentários). O efeito térmico dos alimentos (aproximadamente 10 a 15% do gasto energético 

total) está relacionado à energia utilizada nos processos de digestão, absorção, metabolização 

e armazenamento dos alimentos. Estes valores variam de acordo com o tipo de macronutriente 

ingerido: 0-3% para lipídeos, 5-10% para carboidratos e 20-30% para proteínas. O gasto 

energético associado à atividade física é o componente mais variável e corresponde ao gasto 

de energia da atividade realizada multiplicado pelo tempo de realização (103, 104). 

A energia que o organismo necessita para manutenção das funções orgânicas vitais é 

obtida a partir da oxidação dos macronutrientes presentes nos alimentos (carboidratos, 

proteínas e lipídeos), cuja metabolização envolve o consumo de oxigênio (O2) e resulta na 

produção de dióxido de carbono (CO2), água, moléculas de adenosina trifosfato (ATP) e calor 

(termogênese). O ATP produzido é utilizado para geração de trabalho nos sistemas 

biológicos. O calor é liberado em duas principais vias: 1. reações exotérmicas presentes no 

metabolismo (por exemplo na bomba de sódio/potássio) e 2. termogênese adaptativa 

(liberação de calor pelas proteínas desacopladoras da fosforilação oxidativa) (106). A UCP1 é 

a principal proteína da família das proteínas desacopladoras e é expressa unicamente nos 

adipócitos marrons e beges. As proteínas desacopladores 2 e 3 (UCP2 e UCP3) apresentam 

grande similaridade estrutural à UCP1, porém estão também envolvidas na modulação da 

formação dos radicais livres e não apenas na dissipação de calor, sendo o seu papel fisiológico 

não completamente elucidado. Expressão de mRNA de UCP2 é encontrado em diversos 

tecidos, sendo níveis mais elevados no tecido adiposo branco, músculo esquelético, baço e 
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células -pancreáticas. UCP3 é predominantemente expressa no músculo esquelético, coração 

e em menor quantidade no tecido adiposo (107, 108). 

A termogênese adaptativa é definida como a produção de calor em resposta a 

variações na temperatura ambiente ou na dieta e objetiva proteger o organismo contra a 

exposição ao frio ou regular o balanço energético após mudanças na alimentação, sendo o 

tecido adiposo marrom (TAM) o principal local dessa termogênese em roedores (106). De 

acordo com Lowell e Spiegelman (106), fatores que interferem na termogênese adaptativa são 

importantes alvos de estudo para o desenvolvimento de terapias anti-obesidade. 

Entre os fatores que contribuem para aumento da termogênese e da atividade do TAM, 

estão a exposição a baixas temperaturas e à dieta. Alterações nesses fatores podem levar a 

maior captação e oxidação de substratos energéticos para produção de calor, tanto em 

modelos animais quanto em humanos. Em animais, Vallerand et al. (109) observaram 

aumento de 110 vezes na captação de glicose em ratos, após 48 horas de exposição a 5
o
C. 

Resultados semelhantes foram relatados por Shimizu et al. (110), demonstrando aumento na 

expressão do GLUT4 e na captação de glicose pelo TAM. Em humanos, Yoneshiro et al. 

(111) observaram aumento da atividade do TAM e aumento de 28% no gasto energético após 

2 horas de exposição ao frio. Ouellet et al. (112) observaram aumento de 1,8 vezes no gasto 

energético associado à maior captação de glicose e ácidos graxos pelo TAM, após 3 horas de 

exposição ao frio. Aumento da atividade do TAM também levou a maior clearance de 

triacilglicerois, em camundongos mantido a 4
o
C por 4h e 24 horas (113). No entanto, o 

percentual de contribuição da termogênese para o gasto energético total não é bem esclarecido 

na literatura.  

Diversos componentes da dieta têm sido estudados como termogênicos, ativando a 

termogênese e aumentando o gasto energético (114). Entre os principais nutrientes estudados 

pode-se citar a cafeína (115, 116); a capsaicina cuja ação está baseada na estimulação -

adrenérgica estimulando a produção de catecolaminas (117) e as catequinas presentes no chá 

verde que também atuam via -adrenoreceptores aumentado o gasto energético e a oxidação 

lipídica (118). 

Diante da contribuição da termogênese adaptativa para o gasto energético, Lowell e 

Spiegelman (106) incluiram esse valor como componente do gasto energético total, quando 

avaliado sob o ponto de vista termodinâmico (Figura 5). 
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Figura 5: Perspectiva termodinâmica do gasto energético 

A energia fornecida ao organismo é proveniente dos alimentos (carboidratos, proteínas e lipídios), oxidados a 

calor e trabalho (energia). A energia pode, também, ser mobilizada dos estoques lipídicos. Do ponto de vista 

termodinâmico, o gasto energético total pode ser subdividido em quatro principais componentes: a taxa 

metabólica basal (TMB)  energia obrigatória para as funções orgânicas vitais; o efeito térmico dos alimentos  

gasto com digestão, absorção e metabolização; gasto energético da atividade física  atividades diárias e 

exercício físico e termogênese adaptativa  definida pela produção de calor em resposta a mudanças na 

temperatura ambiente ou na dieta. 

Fonte: Adaptado de Lowell, BB. Spiegelman, BM. Nature. 404, 652-60 (2000) 

 

Métodos de avaliação do gasto energético 

 

Dada a importância de se investigar os componentes do gasto energético, diversos 

métodos foram desenvolvidos com esse objetivo, sendo os principais: a calorimetria direta, a 

calorimetria indireta e técnicas não-calorimétricas (por exemplo: água duplamente marcada) 

(119). 

A calorimetria indireta constitui método não invasivo e avalia o gasto energético por 

meio de medida do volume de gás oxigênio consumido (VO2) e de gás carbônico produzido 

(VCO2), cujas quantidades diferem de acordo com o substrato oxidado. A relação entre a 

produção de CO2 e o consumo de O2 é referida como quociente respiratório (QR = 

VCO2/VO2) e pode ser empregada para conhecer o tipo de substrato que está sendo oxidado. 

Os carboidratos possuem valor de QR igual a 1,0, as proteínas 0,8 e os lipídeos 0,7 e é 

compatível com a ingestão nutricional (120). 
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3. JUSTIFICATIVA 

 

Alternativas para a prevenção e tratamento da obesidade e suas desordens metabólicas 

vêm sendo estudadas em todo o mundo. Recentemente, observa-se o grande crescimento da 

aderência às dietas isentas de glúten como abordagem para o emagrecimento, embora 

evidências científicas que suportem sua exclusão ainda sejam escassas na literatura. 

Diversos trabalhos vêm mostrando o papel imunogênico do glúten e seus fragmentos 

peptídicos, tanto para indivíduos celíacos quanto saudáveis. Assim, visando estudar a relação 

entre o glúten de trigo e obesidade, em 2013 o nosso laboratório publicou um importante 

trabalho mostrando efeitos protetores da exclusão dessa proteína da dieta de camundongos 

contra o ganho de peso e adiposidade, resistência à insulina e inflamação do tecido adiposo 

(18). No entanto, este trabalho contemplou apenas animais com obesidade induzida por dieta, 

não avaliando o papel do glúten em camundongos eutróficos. 

 Desta forma, estudar os efeitos da inclusão do glúten de trigo não apenas em obesos e 

compreender melhor os mecanismos pelos quais o glúten poderia exercer papel negativo na 

obesidade torna-se importante ferramenta no tratamento desta doença e suas consequências 

metabólicas. 

 

 

  



41 
 

4. HIPÓTESES 

 

Diante dos resultados prévios mostrando que a ingestão de glúten levou a aumento de 

peso e redução da oxidação lipídica no tecido adiposo, nossa primeira hipótese é de que o 

glúten ou seus fragmentos peptídicos atravessem a barreira intestinal e atinjam a circulação 

sistêmica. Desta forma, a proteína estaria exercendo efeitos diretos sobre a modulação celular 

e alterando o desenvolvimento da obesidade. De outra maneira, se os fragmentos 

imunogênicos do glúten estivessem restritos ao trato gastrointestinal, o metabolismo celular 

estaria sendo modulado de forma indireta.  

Ademais, os achados sobre o aumento do peso e da adiposidade dos animais mesmo 

em dieta isocalórica nos levaram a investigar a hipótese de que o glúten estaria modulando o 

gasto energético e a termogênese.  
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5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo geral 

 

 Estudar os efeitos e possíveis mecanismos pelos quais a inclusão do glúten de trigo na 

dieta provoca aumento de peso, expansão do tecido adiposo e exacerbação do perfil 

inflamatório em camundongos C57BL/6 eutróficos e obesos. 

 

 

5.2 Objetivos específicos 

 

 Estudar se ocorre absorção do glúten íntegro ou de seus peptídeos e se tais moléculas 

atingem órgãos e tecidos extra-intestinais envolvidos na gênese da obesidade e 

metabolismo lipídico, como fígado e tecido adiposo visceral. 

 

 Avaliar os efeitos da ingestão do glúten de trigo por animais eutróficos e obesos sobre: 

• A evolução ponderal e o peso do tecido adiposo visceral (epididimal) e subcutâneo 

(inguinal); 

• O perfil lipídico sérico e glicemia, fatores importantes ligados à comorbidades da 

obesidade; 

• O consumo de oxigênio (VO2) e o gasto energético, avaliados por calorimetria 

indireta; 

• A expressão de genes relacionados à termogênese e ativação do tecido adiposo 

marrom; 

• A expressão de genes relacionados ao browning e termogênese no tecido adiposo 

subcutâneo; 

 

 Avaliar a secreção de citocinas e outros marcadores metabólicos e inflamatórios por 

adipócitos isolados do tecido adiposo visceral de animais recebendo ou não glúten na 

dieta. 
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6. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Animais e dietas 

 

Foram utilizados camundongos C57BL/6 machos obtidos no CEBIO (Centro de 

Bioterismo do Instituto de Ciências Biológicas da UFMG) e mantidos no Biotério 

Experimental Ênio Cardillo Vieira, do Laboratório de Aterosclerose e Bioquímica Nutricional 

(LABiN), na mesma instituição.  

Os animais tinham idade inicial de seis a oito semanas e foram mantidos em gaiolas 

coletivas com até cinco animais, ciclo claro/escuro de 12 horas, temperatura controlada 

(26±2°C) e livre acesso a dieta e água. 

Os camundongos receberam diferentes dietas por oito semanas: AIN-93M ou dieta 

indutora de obesidade (DIO), adicionadas ou não de glúten de trigo a 4,5%, proporção 

normalmente ingerida pelos camundongos. O glúten utilizado é um extrato proteico a 75% 

fornecido pela Granotec®, Brasil. A DIO apresenta característica hipercalórica e 

hiperlipídica, contendo 61% da energia em forma de gordura saturada (121), sendo utilizada 

para o desenvolvimento da obesidade. As dietas AIN-93M e DIO foram ajustadas para 

apresentar semelhante composição nutricional (Tabela 1).  

 

Tabela 1: Distribuição energética (% do valor calórico total) e densidade calórica das 

dietas AIN-93M, AIN-93M+ Glúten, DIO e DIO + Glúten 

 AIN-93M AIN-93M + 

Glúten 
DIO DIO + Glúten 

Carboidrato (% kcal totais) 74,2 74,3 23,3 23,2 

Proteína (% kcal totais) 15,8 15,8 14,9 15,1 

Lipídeos (% kcal totais) 10,0 10,0 61,8 61,7 

Calorias/g 2,76 2,76 5,21 5,21 

 

 

A composição das dietas AIN-93M, acrescida ou não de glúten, está apresentada na 

Tabela 2, enquanto a Tabela 3 apresenta a composição das duas dietas hiperlipídicas usadas 

nos experimentos. 
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Tabela 2: Composição das dietas AIN-93M e AIN-93M acrescida de 4,5% de glúten de 

trigo 

Ingredientes 
Quantidade (g) 

AIN-93M AIN-93M + Glúten 4,5% 

Amido de milho 465,7 465,7 

Maltodextrina 155,0 155,0 

Caseína 140,0 106,0 

Sacarose 100,0 93,0 

Celulose 50,0 50,0 

Glúten de trigo Granotec® 0 45,0 

Mix de minerais 35,0 35,0 

Óleo de soja 40,0 40,0 

Mix de vitaminas 10,0 10,0 

Cistina 1,80 1,80 

Bitartarato de colina 2,50 2,50 

BHT 0,008 0,008 

 

 

Tabela 3: Composição das dietas DIO e DIO acrescida de 4,5% de glúten de trigo 

Ingredientes 
Quantidade (g) 

DIO DIO + Glúten 4,5% 

Banha de porco 355,0 355,0 

Groselha  310,0 308,0 

Caseína 200,0 170,0 

Amido de milho 62,0 57,0 

Celulose 50,0 50,0 

Glúten de trigo Granotec® 0,0 45,0 

Mix de minerais  35,0 35,0 

Óleo de soja  20,0 20,0 

Mix de vitaminas  10,0 10,0 

Cistina  3,0 3,0 

Bitartarato de colina  2,50 2,50 

BHT 0,014 0,014 
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Desenho experimental 

 

Os camundongos C57BL/6 machos foram divididos em quatro grupos que receberam 

as diferentes dietas por oito semanas, sendo: Eutrófico (Eut) – dieta AIN-93M; Eutrófico + 

glúten (EutG) – dieta AIN-93M acrescida de 4,5% de glúten de trigo; Obeso (Ob) – dieta 

hiperlipídica indutora de obesidade (DIO) e Obeso + glúten (ObG) – DIO acrescida de 4,5% 

de glúten de trigo. 

O acompanhamento da evolução da obesidade foi feito pela monitoração semanal do 

ganho de peso e peso dos sítios de tecido adiposo visceral (epididimal) e subcutâneo 

(inguinal), retirados ao final do experimento.  

A ingestão alimentar foi quantificada a cada semana, por meio do cálculo da diferença 

entre o peso da dieta ofertada e do resto não consumido. O valor final foi ajustado pelo 

número de animais por gaiola e apresentado em calorias por dia. 

Ao final das oito semanas do experimento, os animais foram submetidos à análise do 

consumo de oxigênio por calorimetria indireta ou receberam glúten radiomarcado com 

tecnécio (
99m

Tc-GLU) para estudo da absorção intestinal e biodistribuição. Posteriormente, 

uma gota de sangue da veia caudal foi coletada para análise da glicemia e procedeu-se a 

eutanásia para retirada de sangue, fígado, trato gastrointestinal (estômago, intestino delgado e 

cólon), tecido adiposo visceral (epididimal – TAV), subcutâneo (inguinal – TAS) e marrom 

(interescapular – TAM). As etapas do desenho experimental estão resumidas na Figura 6. Os 

órgãos foram armazenados a -70
o
C para análises posteriores. O sangue destinado a outras 

análises foi coletado pelo plexo inguinal. O tempo de jejum divergiu dependendo do objetivo 

de cada experimento. A eutanásia se deu por deslocamento cervical após anestesia 

intraperitoneal com solução de cetamina (70mg/kg) e xilazina (15mg/kg), conforme 

preconizado pelo CEUA/UFMG (Comissão de Ética no Uso de Animais da UFMG). 
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Figura 6: Desenho experimental 

Etapas do desenho experimental: camundongos C57BL/6 machos foram divididos em quatro grupos: Eutrófico 

(Eut), Eutrófico + glúten (EutG); Obeso (Ob) e Obeso + glúten (ObG). Após as oito semanas de tratamento, os 

animais foram submetidos à análise do consumo de oxigênio por calorimetria indireta ou receberam glúten 

radiomarcado com tecnécio (
99m

Tc-GLU) para estudo da absorção intestinal e biodistribuição. Procedeu-se a 

eutanásia para retirada de sangue, fígado, trato gastrointestinal (estômago, intestino delgado e cólon), tecido 

adiposo visceral (epididimal – TAV), subcutâneo (inguinal – TAS) e marrom (interescapular – TAM). 
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6.2 Absorção intestinal e cinética da biodistribuição do glúten de trigo 

 

Radiomarcação do glúten de trigo com tecnécio 99m (
99m

Tc-GLU) 

 

Previamente foi demonstrado que a ingestão do glúten de trigo aumentou o ganho de 

peso e a adiposidade através da redução da mobilização e oxidação de ácidos graxos e 

aumento dos depósitos lipídicos. No entanto, não estava claro se o glúten ou seus peptídeos 

poderiam atingir a circulação sistêmica e órgãos periféricos para exercer esses efeitos. 

Portanto, estudou-se a cinética de absorção intestinal e a biodistribuição por meio da 

administração da proteína marcada com o radionuclídeo tecnécio 99m (
99m

Tc). 

Previamente foram realizados diversos testes com o objetivo de definir os melhores 

padrões de marcação. Ao final, utilizou-se a proteína hidrolisada do glúten de trigo (HyPep 

Protein Hydrolysate from wheat gluten – Sigma #H6784) e o 
99m

Tc na forma de pertecnato de 

sódio (Na
99m

TcO4) foi obtido do gerador de 
99

Molibdênio/
99m

Tecnécio (IPEN/CNEN, São 

Paulo, Brasil). A radiomarcação da proteína hidrolisada de glúten de trigo (GLU) e posterior 

determinação do rendimento de radiomarcação foram baseadas em metodologias propostas 

por Faintuch et al. (122) e de Barros et al. (123). 

Brevemente, em um frasco, ácido etilenodiaminodiacético (EDDA) (5mg) e tricina 

(20mg) foram solubilizados em 0,5 mL de salina (NaCl 0,9%). Em seguida, adicionou-se 

10µg da proteína hidrolisada de glúten de trigo e 50µL de solução de SnCl2 em HCl 0,25 N 

(1mg/mL) e o pH foi ajustado para 7, utilizando-se solução aquosa de NaOH 0,1 N. 

Posteriormente, o frasco foi lacrado para realização de vácuo. A seguir, adicionou-se 0,1mL 

de salina contendo 0,37MBq de Na
99m

TcO4. A mistura reagente foi mantida em banho-maria 

fervente (100ºC) por 15 minutos e resfriada a temperatura ambiente. O volume final foi 

completado com salina em quantidade suficiente para 1mL. 

 

 Determinação do rendimento e qualidade da radiomarcação in vitro e in vivo 

 

O rendimento de radiomarcação in vitro foi determinado por cromatografia em 

camada delgada. Utilizou-se como fase estacionária a sílica-gel e como fases móveis a 

metiletilcetona e a acetonitrila:água (1:1), para a determinação do percentual de tecnécio livre 

(
99m

TcO4
-
) e de tecnécio hidrolisado (

99m
TcO2), respectivamente. O rendimento de 

radiomarcação foi determinado por meio da fórmula representada a seguir: 
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Imagens cintilográficas foram realizadas com intuito de confirmar o resultado de 

pureza de radiomarcação obtido pela cromatografia em camada delgada e também para 

verificar a estabilidade do complexo in vivo. 

Para isso, camundongos C57BL/6 sem nenhum tratamento prévio receberam por via 

oral (gavagem) 5,5 MBq de 
99m

TcO4
-
 (tecnécio livre) (n=2) ou 5,5 MBq de 

99m
Tc-GLU (n=3). 

Nos tempos de 1h, 4h e 6h após a administração, os animais foram anestesiados com solução 

de cetamina e xilazina e, em seguida, colocados em decúbito dorsal sob a gama câmara 

(Nucleine
TM

 TH 22, Hungria). Janela de 20% de simetria foi utilizada para pico de energia de 

140keV e colimador de baixa energia foi utilizado para direcionar os raios. As imagens foram 

obtidas durante 10 minutos e armazenadas em uma matriz 256 x 256 pixels.  

 

Estudo da absorção intestinal e cinética da biodistribuição do glúten de trigo 

 

A cinética de absorção intestinal foi estudada em camundongos C57BL/6, em jejum 

por cerca de duas horas e sem nenhum tratamento prévio. Os animais receberam por gavagem 

100μL de solução de 
99m

Tc-GLU (5,5MBq) e depois foram divididos em quatro grupos para 

serem eutanasiados em diferentes tempos: 1h (n=3), 2h (n=2), 4h (n=2) e 6h (n=3) após a 

administração. Retirou-se todo o trato gastrointestinal (estômago, intestino delgado, cecum e 

cólon) que foi colocado sob a gama câmara (Nucleine
TM

 TH 22, Hungria) para obtenção de 

imagens cintilográficas de dez minutos usando matriz de 256 x 256 pixels.  

Para os estudos de biodistribuição, os camundongos C57BL/6 machos foram divididos 

em dois grupos: Eutrófico + glúten (EutG) que recebeu dieta AIN-93M acrescida de 4,5% de 

glúten de trigo e Obeso + glúten (ObG) que recebeu DIO acrescida de 4,5% de glúten de 

trigo.  

Ao final das oito semanas de tratamento, os animais foram submetidos a jejum de 

cinco a seis horas e receberam 5,5MBq de 
99m

Tc-GLU por gavagem. Em tempos pré-

estabelecidos (30 minutos, 1 hora e 2 horas após a administração do glúten marcado) os 

animais foram anestesiados para coleta de sangue e, em seguida, eutanasiados por 

deslocamento cervical para coleta de fígado e tecido adiposo visceral (epididimal). Em cada 

tempo avaliado foram utilizados seis a sete animais por grupo. 
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O sangue, o tecido adiposo visceral e o fígado foram retirados, pesados e tiveram a 

radioatividade determinada por contador gama (Wizard, Finlândia). Padrões de dose contendo 

a mesma quantidade de radioatividade administrada nos animais foram utilizados para corrigir 

o decaimento físico e para calcular o percentual da dose administrada. 

Os resultados foram expressos como percentual da dose administrada por grama de 

tecido (% Dose/g), calculados pela seguinte equação: 

 

           
         ó  ã 

                ã 
       cpm = contagem por minuto 
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6.3 Experimentos in vivo 

 

Avaliação do perfil lipídico e glicemia 

 

 A glicemia foi avaliada em glicosímetro portátil. Após jejum overnight uma gota de 

sangue da veia caudal do animal foi coletada e a dosagem da glicemia foi realizada no 

aparelho Accu-Check Performa (Roche Diagnostics, USA). 

O perfil lipídico dos animais foi avaliado por dosagem dos níveis séricos de colesterol 

total, HDL-colesterol e triacilglicerol. O sangue foi coletado pelo plexo inguinal, após jejum 

overnight e armazenado em microtubos sem anticoagulante. As amostras foram centrifugadas 

a 6.000rpm durante 5 minutos para a separação do soro e armazenadas sob refrigeração (2 a 

8ºC). As análises foram realizadas utilizando kits enzimáticos comerciais (Labtest, Brasil), em 

até 24h após a coleta, conforme descrito a seguir. 

 

Colesterol total 

Os níveis de colesterol total foram medidos de acordo com o método da colesterol 

oxidase, que consiste na hidrólise de ésteres de colesterol pela enzima colesterol esterase 

liberando colesterol livre (124). Na presença da colesterol oxidase e oxigênio, a reação com o 

colesterol livre produz peróxido de hidrogênio. Este, por sua vez, reage com 4-

aminoantipirina e fenol formando antipirilquinonimina. Este composto apresenta coloração 

vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional à concentração de colesterol na amostra. 

 A concentração do colesterol total foi determinada por ensaio em microplaca de 96 

poços. As amostras de soro (5µL) foram diluídas em água deionizada (1:50) e 100L de 

reagente de colesterol total foram adicionados a 100L do soro diluído ou padrão, em 

duplicata. Após incubação por 15 minutos a 37ºC, a absorbância foi lida a 490nm em leitor de 

microplaca (Spectra MaxPlus, Molecular Devices). O resultado final foi obtido mediante 

determinação da curva dos padrões e sua equação, e a relação desta com a absorbância das 

amostras e as diluições utilizadas. 

 

HDL-colesterol 

O princípio do método para determinação do HDL baseia-se na precipitação das 

lipoproteínas LDL e VLDL por agentes precipitantes (ácido fosfotúngstico e cloreto de 
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magnésio). Após centrifugação a 12.000rpm por 4 minutos, o colesterol ligado às 

lipoproteínas de alta densidade é determinado no sobrenadante. 

A microplaca de 96 poços foi montada colocando-se 10L do sobrenadante e 10L do 

reagente padrão, em duplicata. Após incubação por 15 minutos a 37ºC, a absorbância foi lida 

a 490nm (Spectra MaxPlus, Molecular Devices). Para a determinação do padrão foram 

substituídos 10L de sobrenadante de amostra por 10L de padrão de HDL. O cálculo das 

concentrações de HDL (mg/dL) foi feito multiplicando-se a absorbância média da amostra 

pelo fator de calibração, sendo este calculado pela seguinte equação:  

Fator de Calibração = 40/média da Absorbância do Padrão 

 

Triacilglicerol 

 As concentrações de triacilgliceois séricos foram medidas por ensaio enzimático 

colorimétrico (125). O método baseia-se na hidrólise dos triglicerídeos pela lipase 

lipoproteica, produzindo glicerol e ácidos graxos livres. O glicerol é fosforilado pela enzima 

glicerol quinase, cujo produto sofre ação da glicerol-3-fosfato oxidase, liberando o peróxido 

de hidrogênio. Sob ação da peroxidase em presença de reagente fenólico (4-clorofenol) e 4-

aminoantiprina o peróxido é convertido em quinoneimina, sendo este de cor rósea 

avermelhado com máximo de absorção a 510nm. 

As amostras de soro (5µL) foram diluídas em água deionizada (1:25), afim de que as 

leituras de absorbância fossem adequadas à variação linear do teste. O reagente de cor 

(100µL) foi adicionado a 100L do soro diluído. Após período de incubação de 15 minutos a 

37
o
C a absorbância foi lida a 490nm em um leitor de microplaca (Spectra MaxPlus, 

Molecular Devices). 

O resultado final foi obtido mediante determinação da curva dos padrões e sua 

equação, e a relação desta com a absorbância das amostras e as diluições utilizadas. 

 

 

Consumo de oxigênio e estimativa do gasto energético 

 

O gasto energético foi estimado por monitoração do consumo de oxigênio (VO2) e 

liberação de dióxido de carbono (VCO2) mensurados por calorímetro indireto (LE405 Gas 

Analyzer, Panlab Harvard Apparatus, Espanha).  
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Após as oito semanas do tratamento dietético, os camundongos foram pesados e 

individualmente colocados no interior da câmara de gás, onde permaneceram durante 50 

minutos, sem qualquer influência externa. O VO2 foi avaliado a cada minuto, por meio do 

software Metabolism Harvard Apparatus (Espanha). Os 20 minutos finais de registro foram 

utilizados para a análise, enquanto os 30 minutos iniciais foram descartados para garantir a 

condição de repouso do animal (após o stress do manejo) e evitar a interferência de gases do 

ambiente externo no interior da câmara do aparelho (O2 e CO2). O calorímetro foi calibrado 

antes de cada utilização, com mistura certificada de gases. 

O VO2 foi avaliado em duas condições: em jejum overnight (n=9 a 15 por grupo) e no 

estado alimentado (n=5 a 6 por grupo). Todos os experimentos foram realizados durante o 

mesmo período de tempo para evitar variações circadianas (jejum: 8:00 às 12:00 e estado 

alimentado: 12:00 às 16:00) e a temperatura da sala foi controlada a 25 ± 1ºC. 

 Os valores do consumo de oxigênio (VO2) e o quociente respiratório 

(QR=VCO2/VO2) foram utilizados para estimar o gasto energético diário (GE), através da 

equação, GE = (3,815 + (1,232 x QR)) x VO2 x 1,44. 

 

Análise da expressão gênica 

 

Para a análise da amplificação do mRNA dos genes de interesse, os tecidos foram 

retirados do animal, imediatamente colocados em tubo eppendorf livre de RNase e 

congelados em nitrogênio líquido antes de serem armazenados a -70
o
C. Posteriormente, os 

tecidos foram submetidos a três etapas: 1. Extração do RNA; 2. Síntese do cDNA e 3. 

Amplificação do cDNA por qPCR (reação em cadeia da polimerase quantitativa). 

 

Extração do RNA 

Para extração do RNA, 50 a 100mg do tecido adiposo marrom ou 200 a 300mg do 

tecido adiposo subcutâneo foram homogeneizados com 1mL de trizol (Trizol Reagent, 

Invitrogen #15596). Devido ao alto conteúdo lipídico, após a homogeneização o tecido 

adiposo subcutâneo foi centrifugado a 13.000rpm, 4°C por 10 minutos e o sobrenadante 

descartado. 

Foram adicionados 200µL de clorofórmio, os tubos foram agitados vigorosamente por 

30 segundos, incubados a temperatura ambiente por 5 minutos e novamente centrifugados a 

13.000rpm, 4°C por 15 minutos. A fase superior foi transferida para outro tubo contendo 
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500µL de isopropanol e misturadas por inversão durante um minuto. Em seguida, os tubos 

foram incubados a -70
o
C por 90 minutos, para precipitação do RNA.  

As amostras foram, então, centrifugadas a 13.000rpm, a 4°C por 20 minutos. O 

sobrenadante foi removido e o pellet formado lavado com 1mL de etanol 75%. Após 

centrifugação por 10 minutos sob as mesmas condições, o sobrenadante foi descartado e o 

procedimento de lavagem e centrifugação repetidos.  

Novamente desprezou-se o sobrenadante e o pellet foi seco em temperatura ambiente 

por cerca de 15 minutos. Depois de seco, o pellet foi ressuspenso em água e incubado em 

banho-maria a 55
o
C por 10 minutos. Espectrofotômetro foi utilizado para determinação da 

concentração (ng/µL) e da pureza do RNA (por meio da razão 260/280) (Spectrophotometer 

ND-1000). Todos os materiais utilizados, incluindo microtubos, ponteiras e água foram livres 

de RNase e DNase. 

 

Síntese do cDNA 

Para a síntese do cDNA, o RNA extraído de cada amostra foi transcrito em cDNA por 

meio da transcriptase reversa (MMLV RT). Um micrograma do RNA foi diluído em 5µL de 

água livre de RNase e DNase. Adicionou-se 0,5µL de Oligo(dT)15 primer (Promega #C1101) 

e 1,25µL de água. Após homogeneização com a pipeta, os tubos foram colocados em 

termociclador a 72
o
C por 5 minutos (GeneAmp PCR System 9700, Applied Biosystems).  

Em seguida, 3,25µL do mix contendo 0,5µL de M-MLV RT (Promega #M1705), 2µL 

de M-MLV 5x tampão, 0,5µL de dNTP Mix (Promega #U1515), 0,1µL de RNAsin 

(Ribonuclease inhibitor, Promega #N2511) e 0,25µL de água foram adicionados. Os tubos 

foram novamente colocados no termociclador a 42
o
C por três horas e, em seguida, 72

o
C por 

15 minutos. As amostras foram armazenadas a -20
o
C para posterior amplificação pela técnica 

de qPCR. 

 

Amplificação do cDNA por PCR quantitativa (qPCR) 

 O cDNA sintetizado foi amplificado pela técnica de qPCR, utilizando primers 

específicos. As amostras foram diluídas em água livre de RNase (1:10) e 2,5µL foram 

adicionados à 7,5µL do mix em placa de 96 poços específica para qPCR. O mix foi composto 

de 0,75µL de primer foward, 0,75µL de primer reverse, 1µL de água e 5µL de Power SYBR 

Green PCR Master Mix (Applied Biosystems #4367659).  

A análise foi feita em máquina específica (ABiPrism – 7900HT Sequence Detection 

System) e analisados o programa SDS 2.4. Todas as amostras foram analisadas em duplicata e 
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a quantidade de mRNA normalizada pelo GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase). 

Os valores foram expressos em quantidade de gene amplificado em comparação ao grupo 

controle (2
-ΔΔCT

). A curva de dissociação indicou que um único produto de amplificação foi 

obtido em cada reação. A Tabela 4 mostra a sequência de nucleotídeos de cada primer 

utilizado. 

 

 

Tabela 4: Sequência de nucleotídeos dos primers utilizados para qPCR no tecido 

adiposo marrom e tecido adiposo subcutâneo 

Gene Sequência foward Sequência reverse 

GAPDH CTCAAGATTGTCAGCAATGC CAGGATGCCCTTTAGTGGGC 

BMP7 CAGCCTGCAAGATAGCCATT AATCGGATCTCTTCCTGCTC 

PRDM16 CAGCACGGTGAAGCCATTC GCGTGCATCCGCTTGTG 

PGC-1 GTCAACAGCAAAAGCCACAA TCTGGGGTCAGAGGAAGAGA 

UCP1 GTGAACCCGACAACTTCCGAA TGCCAGGCAAGCTGAAACTC 

GAPDH – Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; BMP7 – Proteína Morfogenética Óssea 7; PRDM16: PR 

domínio contendo 16;  PGC-1 – Coativador do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1- alfa; UCP1 

– Proteína desacopladora 1    
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6.4 Experimentos in vitro 

 

Desenho experimental, extração e isolamento dos adipócitos 

 

Os adipócitos do tecido adiposo visceral (TAV) foram isolados para avaliação da 

expressão de moléculas relacionadas ao metabolismo lipídico e à homeostase de adipocinas. 

Para isso, após as oito semanas de tratamento oral, os camundongos dos quatro grupos (Eut, 

EutG, Ob e ObG) foram eutanasiados para retirada do tecido adiposo epididimal (visceral) e 

isolamento dos adipócitos deste tecido. Posteriormente, os adipócitos foram incubados em 

meio de cultura por 2 horas e tiveram a análise da expressão gênica realizada por qPCR 

(Figura 7). 

O isolamento dos adipócitos foi baseado nas etapas descritas por Rodbell (126). Cerca 

de 1g do TAV foi removido de forma estéril, em fluxo laminar e, quando necessário, foi feito 

pool do TAV de dois ou mais animais no mesmo grupo. O tecido foi incubado para digestão 

com 4mg de colagenase (Sigma #C6885) solubilizada em 3mL de tampão de digestão por 40 

minutos, a 37
o
C, sob agitação contínua (tampão de digestão: 4% de albumina livre de ácidos 

graxos e 0,1% de glicose solubilizados em DMEM incompleto específico para cultura de 

adipócitos). 

Ao término do período de incubação as células foram filtradas em tela de nylon estéril 

e lavadas três vezes com meio DMEM completo específico para cultura de adipócitos, para 

remoção da colagenase e outros debris celulares. Entre cada etapa de lavagem, centrifugou-se 

a 500rpm, 4
o
C, por 3 minutos e descartou-se o infranadante. Os adipócitos isolados foram, 

então, ressuspensos na proporção de 1g de tecido para cerca de 6mL de DMEM completo 

específico para cultura de adipócitos. Foi realizada avaliação em câmara de Neubauer para a 

contagem de células viáveis (1,4x10
6
 a 1,0x10

7 
células/mL). 

A solução contendo os adipócitos isolados (1mL) foi colocada em meio de cultura 

DMEM completo específico para cultura de adipócitos (1mL) em placa de 24 poços. As 

análises foram realizadas em duplicatas e a placa foi incubada em estufa a 37
o
C com 5% de 

CO2, por 2 horas. Após a incubação, a placa foi centrifugada a 500rpm, 4
o
C por 3 minutos, 

parte do infranadante (1,6mL) foi retirado e a placa armazenada a -70
o
C para posterior 

extração do RNA e análise da expressão gênica. 
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Figura 7: Desenho experimental e etapas do isolamento de adipócitos do TAV para 

análise da expressão gênica 

TAV: tecido adiposo visceral (epididimal); DIO: dieta hiperlipídica indutora de obesidade. Eut (dieta AIN-93M). 

EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de trigo). 

 

 

Análise da expressão gênica dos adipócitos isolados 

 

A análise da amplificação de mRNA dos adipócitos isolados conforme descrito 

previamente foi realizada em três etapas: 1. Extração do RNA; 2. Síntese do cDNA e 3. 

Amplificação do cDNA por qPCR. 

Para a extração do RNA total, 1mL de Trizol (Trizol Reagent, Invitrogen #15596) foi 

adicionado no poço da placa de cultura, o conteúdo foi homogeneizado com pipeta e 

transferido para o outro poço da duplicata. Após nova homogeneização, transferiu-se o 
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conteúdo para microtubo onde se seguiram as mesmas etapas descritas para extração do RNA 

em tecidos. 

A síntese do cDNA e a sua amplificação foram realizadas de acordo com o protocolo 

relatado para tecidos. Devido à menor concentração de RNA obtida na extração dos 

adipócitos isolados, a síntese do cDNA foi realizada com 1µg diluídos em 10µL de água e 

dobrou-se as concentrações dos reagentes. A Tabela 5 mostra a sequência de nucleotídeos de 

cada primer utilizado na amplificação, sendo a quantidade de mRNA normalizada pelo 

GAPDH (gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase). 

 

Tabela 5: Sequência de nucleotídeos dos primers utilizados para a qPCR nos adipócitos 

isolados do TAV 

Gene Sequência foward Sequência reverse 

GAPDH CTCAAGATTGTCAGCAATGC CAGGATGCCCTTTAGTGGGC 

IL-6 ACAACCACGGCCTTCCCTACTT CACGATTTCCCAGAGAACATGTG 

TNF CGTCGTAGCAAACCACCAAG GAGATAGCAAATCGGCTGACG 

Leptina CCTGTGGCTTTGGTCCTATCTG AGGCAAGCTGGTGAGGATCTG 

Adiponectina AGGTTGGATGGCAGGC GTCTCACCCTTAGGACCAAGAA 

PPAR TACCACTATGGAGTCCACGCATGT TTGCAGCTTCGATCACACTTGTCG 

PPAR ACAGACAAGATTTGAAAGAAGCGGTGA TCCGAAGTTGGTGGGCCAGA 

LPL  AGTCTGGCCTCGAACTAAACTATGTAT TCCCAGGACACAGGAAGCTAA 

LHS ACCGAGACAGGCCTCAGTGTG GAATCGGCCACCGGTAAAGAG 

CPT1b TCCCAGGCAAAGAGACAGACTTGC GCAGGCGCGAGCCCTCATAG 

GAPDH – Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; IL-6 – Interleucina 6; TNF – Fator de necrose tumoral; PPAR 

– Receptor ativado por proliferadores de Peroxissomos); LPL – Lipase lipoproteica; LHS – Lipase hormônio-

sensível; CPT1b – Carnitina palmitoil transferase 1. 
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6.5 Análise estatística 

 

 As análises estatísticas foram realizadas com auxílio do sofware GraphPad Prism 5.0. 

A normalidade foi avaliada pelo teste de D’Agostino-Pearson ou Kolmogorov-Sminorv 

quando o n foi menor que 8 e a presença de outliers foi detectada pelo teste de Grubbs.  

Os dados que assumiram a distribuição normal foram submetidos ao teste t de Student 

ou One-way ANOVA, seguido pelo teste de comparações múltiplas de Newman-Keuls e os 

resultados foram apresentados pela média e erro padrão. Os dados não-paramétricos foram 

analisados pelo teste de Mann-Whitney ou Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de comparações 

múltiplas de Dunn’s e os resultados apresentados pela mediana e intervalo interquartil. O 

nível de significância utilizado foi de 5% (p<0,05). 

 

 

6.6 Questões éticas 

 

O projeto foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal de Minas Gerais (CEUA/UFMG) sob o protocolo de número 05/2013 e adendo 

05/2015. 
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7. RESULTADOS  

 

7.1 Absorção intestinal e cinética da biodistribuição do glúten de trigo 

radiomarcado com tecnécio (
99m

Tc-GLU) 

 

Rendimento de radiomarcação e estabilidade da ligação 
99m

Tc-GLU 

 

Para controle da qualidade da marcação e estabilidade da ligação do 
99m

Tc com a 

proteína hidrolisada do glúten de trigo foram realizadas análises de rendimento e obtenção de 

imagens cintilográficas em gama câmara. 

O rendimento de radiomarcação do complexo 
99m

Tc-GLU, determinado por 

cromatografia em camada delgada, foi superior a 90% (92,3 ± 2,1%). Isto denota 

concentrações aceitáveis das impurezas radioquímicas 
99m

TcO4
-
 (tecnécio livre) e 

99m
TcO2 

(tecnécio hidrolisado) conforme descrito pela Farmacopeia Americana (127) . 

Os átomos de tecnécio livres apresentam características semelhantes ao íon iodeto e, 

uma vez na circulação, são captados pela tireoide aumentando substancialmente os níveis de 

radioatividade neste órgão (128). Portanto, as imagens cintilográficas dos animais vivos 

obtidas pela gama câmara representam maneira de avaliar a estabilização da ligação entre os 

átomos de tecnécio e o glúten de trigo hidrolisado.  

Os animais gavados com 
99m

TcO4
-
 (tecnécio livre) ou 

99m
Tc-GLU foram colocados sob 

a gama câmara (Figura 8A) para obtenção das imagens nos tempos de 1h, 4h e 6h. Nas 

imagens realizadas in vivo com animais que receberam tecnécio livre, observa-se forte 

marcação da tireoide (Figura 8B-D), enquanto a ausência deste órgão nas imagens de animais 

que receberam o composto 
99m

Tc-GLU indica que não há radioatividade livre e garante a 

estabilidade da marcação (Figura 8E-G). Desta forma, pôde-se certificar que a biodistribuição 

avaliou o glúten hidrolisado de trigo marcado e não o tecnécio livre. 
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Figura 8: Imagens cintilográficas in vivo obtidas em gama câmara 

A – Figura esquemática representando a disposição do animal vivo usado para realização das imagens. B – D: 

Imagens cintilográficas obtidas em gama câmara (Nucleine
TM

 TH 22, Hungria) realizadas 1h (B), 4h (C) e 6h 

(D) após gavagem de 5,5 MBq de 
99m

TcO4
-
 (tecnécio livre) (n=2). E – G: Imagens cintolográficas obtidas em 

gama câmara realizadas 1h (E), 4h (F) e 6h (G) após gavagem de 5,5MBq de 
99m

Tc-GLU (n=3). 

 

 

Absorção intestinal e biodistribuição do glúten de trigo 

 

A absorção intestinal do composto 
99m

Tc-GLU foi observada em diferentes tempos. O 

trato gastrointestinal, incluindo estômago, intestino delgado e cólon, foi disposto conforme 

esquematizado na Figura 9A e as imagens foram obtidas em gama câmara.  

Observou-se que 1h após a administração do 
99m

Tc-GLU parte do conteúdo 

administrado ainda se encontrava no estômago e o restante estava na porção distal do intestino 

delgado. Com o passar do tempo, o glúten marcado foi gradativamente absorvido: após 2h a 

fração não absorvida alcançou o íleo e cecum e 4h e 6h após a gavagem, o glúten foi 

detectado exclusivamente no cólon, representando a fração não digerida ou não absorvida 

(Figura 9B–E). 
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Figura 9: Imagens cintilográficas do trato gastrointestinal obtidas em gama câmara  

A – Figura esquemática representando a disposição do trato gastrointestinal usado para realização das imagens. 

B – E: Imagens cintilográficas obtidas em gama câmara (Nucleine
TM 

TH 22, Hungria) realizadas 1h (B), 2h (C), 

4h (D) e 6h (E) após gavagem de 5,5MBq 
99m

Tc-GLU (n=2-3). 

 

 

A análise da biodistribuição do glúten de trigo teve como objetivo principal verificar 

se o glúten ou seus peptídeos poderiam atingir a circulação sistêmica e órgãos envolvidos na 

gênese da obesidade e no metabolismo lipídico. Ao final das oito semanas de tratamento, os 

animais eutróficos (EutG) e obesos (ObG) receberam por gavagem glúten de trigo 

radiomarcado com tecnécio (
99m

Tc-GLU). 

Os resultados da biodistribuição mostraram que 30 minutos após administração o 

glúten foi detectado no sangue e fígado dos animais, o que indica metabolização hepática da 

proteína. Embora presente em menor quantidade, pôde-se observar que o glúten também 

atingiu o tecido adiposo visceral, sugerindo uma possível ação direta da proteína sobre os 

componentes celulares deste tecido (Tabela 6). Perfil semelhante foi visto tanto em animais 

eutróficos quanto obesos.  
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Tabela 6: Biodistribuição do glúten radiomarcado com tecnécio (
99m

Tc-GLU) nos tecidos 

corporais 30min, 1h e 2h após gavagem 

 EutG (%dose/g)  ObG (%dose/g) 

 30 min 1h 2h 30 min 1h 2h 

Sangue 2,36±0,16
a 

2,09±0,19
a 

1,57±0,14
b 

 1,59±0,17 2,53±0,23 1,74±0,07 

Fígado 2,23±0,12 2,69±0,43 2,31±0,49  1,25±0,14
a
 2,07±0,28

b 
2,04±0,23

b 

TAV 0,21±0,03 0,20±0,02 0,14±0,02  0,12±0,02 0,17±0,03 0,10±0,02 

TAV (Tecido adiposo visceral). n=6/6/7. Resultados expressos como média ± erro padrão. Teste One-way 

ANOVA e post-test Newman-Keuls entre os tempos (p<0,05). Letras diferentes indicam diferença estatística (no 

mesmo grupo entre os tempos). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo); n= 7/6/7. ObG (DIO + glúten de trigo). 

 

 

Ao se avaliar a cinética de absorção e biodistribuição do glúten, observou-se que 

apesar de inicialmente a absorção ter sido mais lenta nos animais obesos (30min), tornou-se 

estatisticamente semelhante após 1h e 2h da administração. Como resultado, o total do 
99m

Tc-

GLU detectado no sangue, fígado e TAV foi similar entre os grupos EutG e ObG, conforme 

demonstrado pela cálculo da área sob a curva (Figura 10). 
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Figura 10: Cinética de absorção do 
99m

Tc-GLU e cálculo da área sob a curva para 

sangue, fígado e tecido adiposo visceral 

A, C e E – Cinética de absorção do 
99m

Tc-GLU 30min, 1h e 2h após gavagem no sangue, fígado e TAV, 

respectivamente. B, D e F – Cálculo da área sob a curva para sangue, fígado e TAV, respectivamente. TAV: 

Tecido adiposo visceral (epididimal). n=6/6/7. Resultados expressos como média ± erro padrão. Teste t de 

Student, *p<0,05. EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo); n= 7/6/7. ObG (DIO + glúten de trigo).  
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7.2 Experimentos in vivo 

 

Ingestão alimentar e ganho de peso 

 

Primeiramente objetivou-se investigar os efeitos da inclusão do glúten de trigo na dieta 

sobre a ingestão alimentar e ganho de peso de animais eutróficos e obesos. A ingestão 

alimentar foi estatisticamente menor nos grupos eutróficos (Eut e EutG) quando comparado 

aos grupos obesos (Ob e ObG) que receberam dieta hiperlipídica com maior densidade 

energética. A adição de glúten a 4,5% não alterou a ingestão calórica em nenhuma das duas 

dietas (AIN-93M ou DIO) (Figura 11). 

Como esperado, os animais que receberam dieta hiperlipídica apresentaram maior 

ganho de peso, confirmando o desenvolvimento da obesidade. Ao se avaliarem os efeitos da 

inclusão do glúten, constatou-se que apesar da ingestão calórica semelhante, os animais que 

consumiram glúten de trigo apresentaram maior ganho de peso, tanto nos grupos eutróficos 

quanto nos obesos. Também foi observado aumento do tecido adiposo visceral (TAV) e do 

tecido adiposo subcutâneo (TAS), considerando o peso absoluto ou o peso relativo, em 

percentual do tecido em relação ao peso corporal final (Figura 12). 
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Figura 11: Ingestão calórica (kcal/animal/dia) 

Ingestão calórica estimada por gaiolas, em calorias por animal por dia. n=12/12/20/18 gaiolas. Resultados 

expressos como mediana ± intervalo interquartil. Teste Kruskal-Wallis e post-test Dunn’s (p<0,05). Letras 

diferentes indicam diferença estatística. Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). Ob 

(DIO). ObG (DIO + glúten de trigo). 
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Figura 12: Evolução ponderal, ganho de peso, tecido adiposo visceral (TAV) e tecido adiposo 

subcutâneo (TAS) 

A – Peso corporal (g) em cada semana do período experimental. n= 44/46/43/42. Resultados expressos como 

média ± erro padrão. Teste one-way ANOVA e post-test Newman-Keuls (p<0,05). 
†
Diferença significativa entre 

os grupos eutróficos e obesos; 

diferença significativa entre os quatro grupos. padrão. B – Peso ao final do 

experimento menos o peso inicial (g). n= 44/46/43/42. C e D – TAV: peso (g) e peso relativo em percentual do 

TAV em relação ao peso corporal final (%), respectivamente. n= 44/46/43/42. E e F– TAS: peso (g) e peso 

relativo em percentual do TAS em relação ao peso corporal final (%), respectivamente. n=26/25/25/24. *p<0,05 

(Teste t de Student), resultados expressos como média  erro padrão. # p<0,05 (Teste Mann-Whitney), 

resultados expressos como mediana  intervalo interquartil. Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + 

glúten de trigo). Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de trigo).  
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Perfil lipídico e glicemia 

 

 Visando avaliar alterações séricas provocadas pela adição do glúten na dieta, 

observou-se que a ingestão da proteína não exerceu efeito sobre o perfil lipídico ou a glicemia 

de jejum. Não foram observadas alterações nas concentrações séricas de glicose, colesterol 

total, HDL-colesterol e triacilgliceróis entre os grupos (Tabela 7).  

 

Tabela 7: Glicemia e perfil lipídico sérico (colesterol total, HDL-colesterol e 

triacilglicerol) 

Parâmetro bioquímico 
Grupo experimental 

Eut EutG Ob ObG 

Glicemia (mg/dL) 75,8 ± 2,8
 

83,4 ± 9,4
 

121,6 ± 13,1
 

136,9 ± 16,7
 

Colesterol total (mg/dL) 124,3 ± 2,1 133,6 ± 3,9 144,2 ± 8,0 151,8 ± 14,2 

HDL-colesterol (mg/dL) 101,0 ± 3,5 101,8 ± 2,7 92,2 ± 4,7 106,0 ± 8,4 

Triacilglicerol (mg/dL) 37,3 ± 3,1 46,0 ± 4,0 32,8 ± 3,2 37,9 ± 3,7 

Glicemia: n= 10/10/9/9. Perfil lipídico: n=12/9/9/9. Resultados expressos como média ± erro padrão. Teste t de 

Student entre Eut vs. EutG e Ob vs. ObG. Não houve diferença estatística entre os grupos avaliados (p>0,05). 

Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo a). Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de trigo). 

 

Consumo de oxigênio e estimativa do gasto energético 

 

Como o aumento de peso e adiposidade observado pelos animais que ingeriram glúten 

não esteve associado a maior ingestão calórica, investigaram-se alterações no gasto energético 

no jejum e no estado alimentado. 

Os resultados da calorimetria indireta mostraram que no estado alimentado não foram 

detectadas diferenças no consumo de O2 ou no quociente respiratório tanto nos grupos 

eutróficos como nos obesos. Da mesma maneira, também não houve diferença na estimativa 

do gasto energético (Figura 13). 

Após jejum overnight, menor consumo de oxigênio foi detectado nos grupos 

alimentados com glúten de trigo, considerando os valores ao longo do tempo. Embora 

modesta diferença estatística tenha sido observada no grupo EutG, o gasto energético 

estimado não foi diferente comparando os grupos Eut e EutG. Nos animais ObG, o gasto 

energético foi reduzido em mais de 10% em comparação aos obesos (Ob). Não foram 

observadas diferenças no quociente respiratório em nenhum dos grupos (Figura 14). 
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Figura 13: Consumo de oxigênio (VO2), gasto energético médio (GE) e quociente 

respiratório (QR) avaliados por calorimetria indireta no estado alimentado 

A, B – Consumo de oxigênio (VO2 – mL/min/kg) dos grupos eutróficos e obesos, respectivamente. Linhas 

horizontais representam média em cada minuto. Teste t de Student pareado. C, D – Gasto energético médio 

(kcal/dia/kg) dos grupos eutróficos e obesos, respectivamente. E, F - Quociente respiratório dos grupos 

eutróficos e obesos, respectivamente. Resultados expressos como média ± erro padrão.. Teste t de Student. 

n=6/5/6/6. Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de 

trigo).  
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Figura 14: Consumo de oxigênio (VO2), gasto energético médio (GE) e quociente 

respiratório (QR) avaliados por calorimetria indireta após jejum overnight 

A, B – Consumo de oxigênio (VO2 – mL/min/kg) dos grupos eutróficos e obesos, respectivamente. Linhas 

horizontais representam média em cada minuto. Teste t de Student pareado. C, D – Gasto energético médio 

(kcal/dia/kg) dos grupos eutróficos e obesos, respectivamente. E, F - Quociente respiratório dos grupos 

eutróficos e obesos, respectivamente. Resultados expressos como média ± erro padrão. Teste t de Student. 

n=9/10/15/15. *p<0,05. Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). Ob (DIO). ObG (DIO + 

glúten de trigo).  
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Termogênese e ‘browning’ 

 

Buscando compreender os mecanismos moleculares que justificariam o aumento do 

peso e redução do dispêndio calórico associados à ingestão de glúten, avaliou-se a expressão 

de proteínas relacionadas à termogênese nos tecidos adiposos marrom e branco (subcutâneo).  

Análise do tecido adiposo marrom mostrou que a adição do glúten na dieta de animais 

obesos reduziu a expressão da UCP1, proteína desacopladora da fosforilação oxidativa 

responsável pela termogênese. Como consequência, houve aumento na expressão de PGC1-, 

importante estimulador da expressão da UCP1 e outras proteínas mitocondriais. Não foram 

observadas diferenças significativas na expressão de BMP7 ou PRDM16 no tecido adiposo 

marrom. Essas proteínas são altamente expressas neste tecido e estão relacionadas ao 

desenvolvimento dos adipócitos marrons e da morfologia multilocular (Figura 15). 

Recentemente, muito se tem estudado sobre o browning do tecido adiposo subcutâneo. 

Este processo corresponde ao surgimento de adipócitos com fenótipo semelhante aos 

adipócitos marrons no tecido adiposo branco, chamados de adipócitos beges, caracterizados 

pelo maior número de mitocôndrias e expressão de UCP1.  

Ao se avaliar o tecido adiposo subcutâneo, observou-se que a adição de glúten na dieta 

levou à redução na expressão de UCP1 e de BMP7, tanto em animais eutróficos quanto 

obesos. Esses resultados sugerem menor termogênese e menor formação de adipócitos beges 

no tecido adiposo subcutâneo (browning). Em relação à expressão das proteínas PGC1- e 

PRDM16 não foram observadas alterações significativas (Figura 16). 
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Figura 15: Expressão de proteínas relacionadas à termogênese no tecido adiposo 

marrom (interescapular) 

UCP1: proteína desacopladora 1; PGC1-: Coativador do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1- 

alfa. BMP7 – Proteína Morfogenética Óssea 7; Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). 

Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de trigo). A: n= 9/9/10/9. B: n=8/10/10/11. C, D: n= 5/5/5/5. *p<0,05 (Teste t de 

Student), resultados expressos como média ± erro padrão.. #p<0,05 (Teste Mann-Whitney), resultados expressos 

como mediana ± intervalo interquartil. 
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Figura 16: Expressão de proteínas relacionadas à termogênese e ao ‘browning’ no tecido 

adiposo subcutâneo (inguinal) 

UCP1: proteína desacopladora 1; PGC1-: Coativador do receptor ativado por proliferador de peroxissoma 1- 

alfa; BMP7 – Proteína Morfogenética Óssea 7. Eut (dieta AIN-93M). EutG (dieta AIN-93M + glúten de trigo). 

Ob (DIO). ObG (DIO + glúten de trigo). A: n= 6/7/7/7. B: n=7/7/7/7. C, D: n=6/7/7/7. *Barras representam a 

média e linhas verticais o erro padrão; Teste t de Student, p<0,05. 
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7.3 Experimentos in vitro 

 

Os experimentos com o glúten marcado radioativamente com tecnécio (
99m

Tc-GLU), 

mostraram que fragmentos da proteína estavam presentes no tecido adiposo epididimal, 

sugerindo a possibilidade de ação direta. Ademais, os estudos prévios publicados por Soares 

et al. (18) mostraram ações do glúten sobre a modulação da expressão de enzimas 

relacionadas ao metabolismo lipídico e genes inflamatórios no tecido adiposo. Sendo assim, 

os estudos in vitro contemplaram análise da expressão dessas moléculas em cultura de 

adipócitos isolados do tecido adiposo visceral.  

Em eutróficos, a ingestão de glúten aumentou a expressão da citocina pró-inflamatória 

IL-6 e mostrou tendência a aumentar a expressão de TNF (p=0,06). Não foram observadas 

diferenças na expressão e leptina ou adiponectina. Em camundongos obesos, a ingestão de 

glúten reduziu a expressão de adiponectina, citocina anti-inflamatória produzida pelas células 

adiposas (Figura 17). 
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Figura 17: Influência da ingestão de glúten sobre a modulação da expressão gênica de 

adipócitos brancos: moléculas relacionadas à inflamação 
IL-6: Interleucina 6: TNF: Fator de Necrose Tumoral; Lept: Leptina; Adipo: Adiponectina. A: Camundongos 

Eut (dieta AIN-93M) e EutG (dieta AIN-93M acrescida de glúten de trigo). n=5/6. B: Camundongos Ob (DIO). 

ObG (DIO acrescida de glúten de trigo). n=8/7. *p<0,05 (Teste t de Student); 
#
p<0,05 (Teste Mann-Whitney). 

Resultados expressos como média ± erro padrão., exceto para Figura A (Leptina) e Figura B (TNF e 

Adiponectina) onde os resultados foram expressos como mediana ± intervalo interquartil. 
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Considerando as proteínas relacionadas ao metabolismo lipídico, nenhuma alteração 

foi observada em camundongos eutróficos. Em obesos, a ingestão de glúten levou a redução 

na expressão de PPAR e PPAR e da lipase hormônio-sensível (LHS), indicando menor 

oxidação de ácidos graxos por essas células (Figura 18). 

 

 

0

1

2

3

4

Eut

EutG

PPAR PPAR LHSLPL CPT1b

A

F
o
ld

 c
h

a
n

g
e

0

1

2

3

4

Ob

ObG

PPAR PPAR LHSLPL CPT1b

B

* *
*

F
o
ld

 c
h

a
n

g
e

 

Figura 18: Influência da ingestão de glúten sobre a modulação da expressão gênica de 

adipócitos brancos: moléculas relacionadas ao metabolismo lipídico 

PPAR (Receptores ativados por proliferadores de Peroxissomos); LPL: Lipase lipoproteica; LHS: Lipase 

hormônio-sensível. CPT1b: Carnitina palmitoil-transferase 1b. A: Camundongos Eut (dieta AIN-93M) e EutG 

(dieta AIN-93M acrescida de glúten de trigo). n=5/6. B: Camundongos Ob (DIO). ObG (DIO acrescida de glúten 

de trigo). n=8/8. *p<0,05 (Teste t de Student). Resultados expressos como média ± erro padrão.. 
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7.4 Hipótese final   

 

 Diante dos resultados encontrados em cada etapa do presente trabalho, hipóteses sobre 

os possíveis mecanismos obesogênicos do glúten de trigo foram levantadas e estão 

sumarizadas na Figura 19. 

 

 

 

Figura 19: Hipóteses sobre os mecanismos obesogênicos do glúten de trigo 

1. Após ingestão, o glúten é parcialmente digerido pelas enzimas no trato gastrointestinal. 2. Os fragmentos 

peptídicos são absorvidos e atingem a circulação sistêmica e importantes órgãos do metabolismo, podendo 

exercer ação direta sobre esses tecidos. 3. No TAS e no TAM, o glúten reduziu a termogênese e o browning 

(surgimento de adipócitos beges). 4. Em adipócitos isolados do TAV, a proteína aumentou a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e reduziu a expressão de genes relacionados à oxidação lipídica. 5. Sistemicamente, 

houve redução do consumo de oxigênio (VO2) e do gasto energético total. 6. Esses mecanismos justificam os 

efeitos obesogênicos do glúten, levando a aumento do peso e expansão do tecido adiposo em animais eutróficos 

e obesos com dietas isocalóricas. 

TAS: tecido adiposo subcutâneo; TAM: tecido adiposo marrom; TAV: tecido adiposo visceral 
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8. DISCUSSÃO 

 

 O nosso estudo é pioneiro no esclarecimento de possíveis mecanismos obesogênicos 

do glúten de trigo. Estudos anteriores mostraram que a ingestão de glúten de trigo ocasionou 

aumento do ganho de peso e adiposidade por redução na mobilização de ácidos graxos e 

aumento do acúmulo lipídico no tecido adiposo visceral, além de promover exacerbação do 

perfil pró-inflamatório (18). 

 No presente trabalho, os efeitos obesogênicos do glúten previamente descritos por 

Soares et al. (18) nos animais obesos foram confirmados e essas ações também puderam ser 

observadas em animais eutróficos, embora possivelmente com mecanismos que englobam 

diferentes vias. Apesar de apresentarem ingestão calórica similar, o ganho de peso foi cerca 

de 20% maior em camundongos alimentados com glúten quando comparados aos seus 

respectivos controles. Da mesma maneira, houve cerca de 30% de aumento nos depósitos de 

tecido adiposo visceral e subcutâneo em animais dos grupos EutG e ObG. 

 Outros estudos controlados considerando modelos animais ou ensaios clínicos que 

tenham avaliado o ganho de peso associado à ingestão de glúten são raros. Um trabalho 

realizado com suínos mostrou que os animais alimentados com dieta à base de cereais 

apresentaram maior ganho de peso e redução da sensibilidade à insulina. No entanto, esse 

trabalho não foi controlado e os efeitos do glúten não puderam ser avaliados de forma 

independente (83). Outros pesquisadores também observaram maior ganho de peso após 

administração intravenosa de gliadina pré-digerida, entretanto foram utilizados camundongos 

NOD (diabéticos não-obesos) (48). Considerando indivíduos celíacos que aderiram a dieta 

isenta de glúten, os efeitos em relação ao emagrecimento são controversos. Alguns autores 

observaram aumento do IMC e da ocorrência de excesso de peso após exclusão do glúten da 

dieta (79, 80). No entanto, este aumento pode ser relacionado à melhoria da atrofia das 

vilosidades dos enterócitos e da absorção intestinal (80) e maior valor calórico de alguns 

produtos sem glúten (81). Ademais, quando os pacientes celíacos são categorizados de acordo 

com peso antes da exclusão do glúten, pode ser observado ganho de peso entre aqueles com 

IMC inicial abaixo do normal (IMC <18,5) e perda de peso em pacientes com sobrepeso ou 

obesidade inicial (IMC >25) (82). 

 Porém o estudo de Soares et al. (18) não esclareceu se os efeitos obesogênicos do 

glúten seriam devido a uma ação direta no tecido adiposo ou se uma consequência do perfil 

inflamatório sistêmico causado por sua presença no trato gastrointestinal. Assim, a presença 
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dos fragmentos na circulação sanguínea e nos tecidos seria condição essencial para que a 

proteína exercesse efeitos diretos sobre os componentes celulares. Se o glúten (ou a gliadina) 

não fosse absorvido, os seus efeitos inflamatórios deveriam ser modestos em termos de ações 

sistêmicas e limitados às células intestinais. Portanto, no presente estudo, procurou-se detectar 

frações do glúten em tecidos periféricos e os resultados mostraram que fragmentos 

radiomarcados foram encontrados no sangue e em importantes órgãos do metabolismo, como 

fígado e tecido adiposo visceral. A pequena presença dos peptídeos de glúten na circulação 

está de acordo com a baixa digestibilidade desta proteína, associada ao seu conteúdo de 

glutamina e prolina (129, 130). Mais de 50 epitopos tóxicos já foram descritos na molécula do 

glúten e estes estão sendo relacionados a atividades citotóxicas, imunomodulatória e de 

alteração de permeabilidade intestinal (15). Portanto, pôde-se sugerir que após ingestão essas 

frações peptídicas do glúten atingem a circulação sanguínea e induzem importantes alterações 

no metabolismo celular endógeno. 

As cinéticas de absorção e biodistribuição dos fragmentos peptídicos do glúten 

apresentaram semelhante perfil em animais eutróficos e obesos. Portanto, pôde-se inferir que 

a obesidade ou a dieta hiperlipídica não interferiram sobre a quantidade total da proteína 

absorvida, embora inicialmente a taxa de absorção tenha sido mais lenta nos obesos. Essa 

diferença inicial pode ser atribuída à diferente composição nutricional das dietas ofertadas, 

principalmente considerando o teor lipídico, que leva a alterações no tempo de trânsito e 

absorção intestinal (131). 

Buscando compreender os mecanismos de ação do glúten associados ao ganho de peso 

investigaram-se alterações do dispêndio energético. No jejum, a ingestão de glúten por 

animais obesos reduziu o VO2 e o gasto energético nas mesmas condições, sugerindo redução 

do dispêndio calórico diário e termogênese. Este fenômeno também foi observado nos 

animais eutróficos, embora em menor grau. No estado alimentado, nenhum efeito da ingestão 

de glúten foi observado sobre o consumo de oxigênio ou o gasto energético. Acredita-se que o 

aumento do gasto energético induzido pela dieta (efeito térmico dos alimentos), possa ter 

mascarado os efeitos do glúten sobre o metabolismo basal, uma vez que este fator pode 

contribuir com cerca de 10% do gasto energético total (103). 

Com o objetivo de compreender os mecanismos moleculares associados à redução do 

dispêndio calórico, a expressão gênica das proteínas associadas à termogênese e ao 

‘browning’ foi analisada no tecido adiposo marrom e subcutâneo. O processo do ‘browning’ é 

caracterizado pelo acúmulo dos adipócitos beges no tecido adiposo branco (132). Esses 
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adipócitos apresentam elevado número de mitocôndrias e expressam UCP1, diferentemente 

dos adipócitos brancos (88, 133). 

A atividade do tecido adiposo marrom e a expressão de UCP1 têm sido relacionadas 

com o desenvolvimento da obesidade, porém a relação de causalidade não é clara. Lowell et 

al. (134) mostrou que a ablação genética do TAM leva à obesidade em camundongos 

transgênicos. Corroborando esses resultados, a expressão transgênica da UCP no tecido 

adiposo é capaz de prevenir a obesidade e reduzir as reservas de gordura em animais (135).  

Compreender o desenvolvimento e ativação dos clássicos adipócitos marrons, bem 

como dos adipócitos beges torna-se importante aliado no tratamento da obesidade e suas 

desordens metabólicas (92). Por isso, o ‘browning’ e ativação do TAM terapeuticamente 

ganharam muita atenção. Muitos fatores são responsáveis pela regulação da atividade e 

desenvolvimento dos adipócitos marrons e beges, e a expressão da UCP1 é importante ponto 

regulatório. Maior expressão dessa proteína no tecido adiposo está associada a aumento da 

termogênese (96). 

Alguns componentes alimentares têm sido descritos como moduladores da 

termogênese no tecido adiposo evitando balanço energético positivo e a obesidade. Por 

exemplo, Andrade et al. (136) demonstraram que a administração oral de resveratrol 

aumentou a expressão de UCP1 e sirtuina 1 (SIRT1), seguida por aumento da termogênese e 

do consumo de oxigênio, embora não tenham observado alteração no peso corporal. 

Semelhantes efeitos foram relatados por Wang et al. (137) mostrando que o resveratrol 

aumentou o ‘browning’ no tecido adiposo inguinal, a expressão de UCP1 e PRDM16. 

Também têm sido relatados na literatura efeitos termogênicos da ingestão crônica de 

compostos como a capsaicina e capsinoides que atuam ativando o TAM, aumentado o gasto 

energético e reduzindo a gordura corporal (138). O chá verde também apresenta potencial 

termogênico, sendo que o seu uso combinado com exercício físico induziu a lipólise e o 

‘browning’ do tecido adiposo branco (aumentando a expressão da LHS, PGC1 e BMP4) 

(139). 

O presente trabalho observou que a ingestão de glúten reduziu a expressão da UCP1 

tanto no tecido adiposo marrom quanto no tecido adiposo subcutâneo, com exceção do TAM 

de animais do grupo EutG. No tecido adiposo subcutâneo, a ingestão de glúten também 

reduziu a expressão da BMP7 em eutróficos e obesos. Essa proteína esta relacionada ao 

‘browning’ do tecido adiposo branco, independentemente da temperatura ambiente (100). De 

acordo com Tseng et al. (99), a BMP7 é importante para diferenciação dos adipócitos 

marrons, expressão da UCP1 e aumento do gasto energético. Assim, a diminuição na 
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expressão da UCP1 e BMP7 está de acordo com a redução no dispêndio calórico observado 

pela avaliação VO2 em animais alimentados com glúten (EutG e ObG).  

Observou-se também aumento na expressão de PGC1 no TAM de animais obesos 

alimentados com glúten. Esta proteína tem sido descrita como o principal ponto regulatório da 

termogênese no TAM, ativando enzimas chaves da cadeia respiratória, aumentado a expressão 

de UCP1 e induzindo biogênese mitocondrial. No entanto, foi demonstrado que a redução na 

expressão de UCP1 poderia aumentar a expressão de moléculas envolvidas na termogênese 

(incluindo a PGC1), como um mecanismo de indução adaptativa para compensar a menor 

depleção de UCP1 (140). 

Alterações na expressão de proteínas relacionadas à inflamação e ao metabolismo 

lipídico foram observados previamente por Soares et al. (18) e confirmados no presente 

trabalho. Mostrou-se que o ganho de peso em decorrência da ingestão de glúten esteve 

associado à redução na expressão de PPAR e  e da enzima lipase hormônio-sensível. No 

entanto, neste atual estudo, mostramos que essas alterações foram detectadas não apenas no 

tecido adiposo, mas especificamente em adipócitos isolados. 

Os PPARs possuem importante papel no metabolismo lipídico e na homeostase 

energética. A redução do PPAR e  leva a redução na expressão de genes relacionados à 

oxidação de ácidos graxos (141) e da enzima lípase hormônio-sensível (142), 

respectivamente. Portanto, a menor expressão de PPAR por adipócitos isolados de animais 

ObG pode induzir a redução da lipólise de triglicerídeos intracelulares e consequentemente 

levar a acúmulo de ácidos graxos. A redução do PPAR observada em animais obesos 

alimentados com glúten pode estar relacionada à menor expressão de adiponectina pelos 

adipócitos (143, 144). A adiponectina é uma adipocina anti-inflamatória e seus níveis estão 

negativamente correlacionados com o acúmulo de gordura visceral e evidências indicam que a 

adiponectina protege contra as disfunções metabólicas ligadas à obesidade (74). 

Em camundongos EutG o ganho de peso e o aumento da adiposidade estiveram 

associados com a redução do VO2, menor expressão de UCP1 e BMP7 no tecido adiposo 

subcutâneo e maior expressão das citocinas pró-inflamatórias IL-6 e TNF (p=0,06) por 

adipócitos isolados. A IL-6 e o TNF são citocinas pró-inflamatórias com papel central na 

inflamação e o aumento da sua secreção contribui para disfunções metabólicas na obesidade 

(74).  

Em camundongos obesos, os efeitos obesogênicos do glúten foram mais proeminentes 

quando comparados aos eutróficos. A adipocina pró-inflamatória leptina regula o 
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comportamento alimentar por meio do sistema nervoso central e seus níveis séricos estão 

positivamente correlacionados com a massa adiposa, indicando a ocorrência de resistência à 

leptina em indivíduos obesos (145). Poderia ser esperado que a expressão desta adipocina 

estivesse aumentada em EutG e ObG, quando comparados aos seus respectivos controles, 

considerando o maior peso corporal desses animais. Entretanto, a leptina é secretada 

principalmente pelo tecido adiposo subcutâneo e não pelo tecido adiposo visceral usado na 

cultura dos adipócitos (146). 

As mudanças na expressão gênica observadas em adipócitos isolados reforçam a 

hipótese de que a ingestão de glúten interfere no metabolismo dos adipócitos, reduzindo a 

expressão de PPAR e , levando a menor oxidação de ácidos graxos e acúmulo de gordura.  

A obesidade é bem caracterizada por estado inflamatório sistêmico de baixo grau e o 

tecido adiposo atua como órgão endócrino, sendo infiltrado por macrófagos e outras células 

imunes que secretam diversas citocinas e adipocinas (74, 75). Descreve-se aumento da 

expressão de IL-6, TNF (147, 148), leptina (145), MCP1/CCL2, entre outros, e menor 

expressão de adiponectina (149). Conforme mencionado, no presente estudo, o perfil da 

expressão de genes relacionados à inflamação e ao metabolismo lipídico pelos adipócitos foi 

diferente em animais eutróficos e obesos alimentados com glúten. Em eutróficos, apenas as 

citocinas pró-inflamatórias TNF e IL-6 estiveram aumentadas no grupo EutG, enquanto no 

grupo obeso a expressão de enzimas relacionadas ao metabolismo sofreram maior influência 

do glúten. Esses resultados sugerem que a ação do glúten pode ocorrer por várias vias e é 

mais intensa na presença da dieta hiperlipídica e das alterações metabólicas ligadas à 

obesidade. Esses diferentes mecanismos também podem estar associados às diferenças na 

composição nutricional das dietas ofertadas, AIN-93M e DIO, sendo que as causas desses 

diferentes efeitos não foram exploradas no presente trabalho e merecem futuras investigações. 

Os dados do atual trabalho suportam a ideia de que a ingestão de glúten (4,5% da 

dieta) pode contribuir para aumento do ganho de peso e redução do dispêndio energético, 

sendo os efeitos sinérgicos à dieta hiperlipídica e alterações metabólicas ligadas à obesidade. 

No entanto, não foram avaliadas diferentes concentrações da ingestão de glúten, porém é 

possível que a ingestão excessiva esteja associada a tais efeitos. De acordo com Day et al. 

(150) a ingestão de glúten aumentou dramaticamente ao longo dos anos. Devido às suas 

propriedades estruturais e funcionais únicas, o glúten de trigo é atualmente importante 

ingrediente da indústria alimentícia, tendo sido utilizado em grande diversidade de produtos 

como pães, cereais, massas e até mesmo em molhos e carnes processadas, acarretando em 

excessiva ingestão da proteína. 
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Tomados em conjunto, os resultados abrem campos de estudo para compreensão da 

associação do glúten e seus peptídeos com o metabolismo energético e lipídico. As alterações 

metabólicas provocadas pelo glúten contribuem para justificar o efeito obesogênico em 

camundongos eutróficos e obesos. Faz-se importante salientar que os dados se resumem a 

modelo animal, portanto mais pesquisas são necessárias para avaliar os efeitos da proteína em 

humanos, visto que não há ensaios clínicos publicados. As dietas isentas de glúten devem ser 

indicadas para pacientes celíacos e alérgicos e ainda não há evidências sobre os benefícios do 

seu uso pela população geral. 
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9. CONCLUSÃO 

 

O glúten de trigo ou seus fragmentos peptídicos podem atingir órgãos periféricos, 

como fígado e tecido adiposo visceral, sugerindo ações diretas nesses tecidos. Em adipócitos, 

o glúten exerceu atividade pró-inflamatória e reduziu a oxidação de ácido graxos. A ingestão 

da proteína também reduziu a termogênese, o ‘browning’ e o gasto energético. Portanto, a 

inclusão de 4,5% de glúten de trigo em dietas isocalóricas levou a aumento do peso e 

expansão do tecido adiposo, em camundongos eutróficos e, principalmente, em obesos. 
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ABSTRACT 

Background/Objectives: The association between gluten and body weight is inconsistent. Previously, we 

showed that a gluten-free diet reduces weight gain without changing food intake in mice fed high-fat diets. In the 

present study, we investigated the effects of gluten intake on fat metabolism, thermogenesis and energy 

expenditure in mice fed a standard or high-fat diet. 

Methods: Mice were fed four different experimental diets during eight weeks: a control-standard diet (CD), a 

CD added with 4.5% of wheat gluten (CD-G), a high-fat diet (HFD) and a HFD added with 4.5% of wheat 

gluten (HFD-G). After the eight weeks, the mice received 
99m

Tc-radiolabeled gluten orally to study gluten 

absorption and biodistribution or they underwent indirect calorimetry. After euthanasia, subcutaneous (SAT) and 

brown (BAT) adipose tissues were collected to assess thermogenesis-related protein expression. Lipid 

metabolism was studied in adipocyte cultures from the four groups. 

Results: Despite having had the same energy intake, CD-G and HFD-G mice exhibited increased body weight 

and fat deposits compared to their respective controls. 
99m

Tc-GLU or its peptides were detected in the blood, 

liver and visceral adipose tissue (VAT), suggesting that gluten can even reach extra-intestinal organs. 

Uncoupling protein 1 (UCP1) expression was reduced in the BAT of HFD-G and in the SAT of CD-G and HFD-

G mice. Indirect calorimetry showed lower oxygen volume consumption in CD-G and HFD-G groups compared 

with their controls. In HFD mice, daily energy expenditure was reduced with gluten intake. Gluten also reduced 

adiponectin, peroxisome proliferator-activated receptor (PPAR)  and PPAR and hormone-sensitive lipase in 

cultures of isolated adipocytes from HFD mice, while in the CD-G group, gluten intake increased IL-6 

expression and tended to increase that of TNF. 

Conclusions: Wheat gluten promotes weight gain in animals on both HFD and CD, partly by reducing the 

thermogenic capacity of adipose tissues.   
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INTRODUCTION  

 

Gluten is as a protein complex founded in cereals such as wheat, rye, barley and oats. Wheat gluten 

proteins can be divided into two main fractions: gliadin and glutenins (1, 2). Gluten is a main dietary component 

in several countries and gluten-free diets have been used by individuals as a method of weight control (3). For 

this reason, understanding the effect of gluten on lipid metabolism and the possible mechanism of this effect 

could contribute to nutritional strategies to prevent obesity. Despite the huge popularity of gluten-free diets, an 

association between gluten and obesity is still inconsistent, and there are few controlled studies in the scientific 

literature (3, 4).  

In 2013, our group published the first controlled study that verified the effects of wheat gluten in a murine 

model of diet-induced obesity. Animals that were fed gluten-free diets showed a reduction in weight gain and 

adiposity associated with an up-regulation of PPAR (peroxisome proliferator-activated receptor alpha), 

lipoprotein lipase (LPL), hormone sensitive lipase (HSL), and carnitine palmitoyl-transferase-1 (CPT-1) in 

adipose tissue, which are related to lipolysis and fatty acid oxidation. Moreover, we have previously observed 

that tumor necrosis concentration (TNF), interleukin (IL)-6 and IL-10 expression and concentration were 

increased in adipose tissue, suggesting a higher pro-inflammatory profile in mice fed a high-fat gluten-enriched 

diet (5).  

The mechanisms by which wheat gluten causes weight gain and the expansion of adipose tissue depots 

are still unknown. In the present study, we investigated the mechanisms by which gluten increases adiposity gain 

by studying the gluten action on thermogenesis, the browning of white adipose tissue and oxygen consumption, 

as well as gluten intestinal absorption and biodistribution. 

 

METHODS 

 

Animals and diets 

The study was approved by the Animal Ethics Committee at the Federal University of Minas Gerais 

(protocol #5/2013). Eight-week-old male C57BL/6 mice were group-housed (2-5 animals per cage) in a room 

with a 12h light cycles and a controlled temperature (262°C). All mice had free access to food and water. 

Physical activity was similar among all groups during the experiment and the indirect calorimetry test. The 

animals were fed four different experimental diets during eight weeks: a control-standard diet (CD group), a CD 

added with 4.5% of wheat gluten (CD-G group), a high-fat diet (HFD group) to induce obesity, and a HFD 

added with 4.5% of wheat gluten (HFD-G group). Diets with or without wheat gluten (Granotec, Brazil) 

supplementation were adjusted to be isocaloric and to present the same nutritional composition. The animals 

were distributed into the experimental groups based on their initial weight, to insure that their weight was 

statistically similar among groups. 

The body weight of each animal was measured weekly. Food intake was primarily calculated as the 

difference between food offered and food recovered from the top and bottom (spillage) of the cages at the end of 

each experimental week. The food consumption in each cage was divided by the number of mice/cage (average 

of energy intake). The result was given as the average of the energy intake/animal/day. After 8 weeks, oxygen 

consumption was measured in the mice by indirect calorimetry or the underwent a radioisotope assay using 

gluten radiolabeled with technetium (
99m

Tc-GLU) to study energy expenditure and gluten intestinal absorption 
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and biodistribution, respectively. The mice were then euthanized under anesthesia to collect blood, liver, visceral 

(epididymal – VAT), subcutaneous (inguinal – SAT) and brown (interscapular – BAT) adipose tissues. All 

analysis were performed using randomly-coded samples. 

Wheat gluten absorption and biodistribution 

Hydrolyzed wheat gluten (Sigma #H6784) was labeled with the radioactive nuclide technetium-99m 

(
99m

Tc), according to methods proposed by Faintuch et al. (6) and de Barros et al. (7). Evaluation of the 

radiolabeled yield was determined in vitro using thin layer chromatography, and stability of the radiolabeled 

complex 
99m

Tc-GLU in vivo was determined using scintigraphic images. For this purpose, C57BL/6 mice images 

were captured using a gamma-camera (Nucleine
TM

 TH 22, Hungary) at 1h, 4h and 6h after gavage of 5.5MBq of 

99m
Tc-GLU or 5.5MBq of 

99m
TcO4

-
. Intestinal transit time and absorption were performed in C57BL/6 mice 

without any previous treatment. The animals received 5.5MBq of 
99m

Tc-GLU by gavage and their intestinal tract 

was removed. Images of the stomach and small and large intestine were captured using a gamma-camera at 1h, 

2h, 4h and 6h after 
99m

Tc-GLU administration. 

To evaluate the biodistribution of gluten and its peptides in mice after receiving the assigned diet for eight 

weeks, C57BL/6 mice from the CD-G and HFD-G underwent 5-6h of fasting and then received 5.5MBq of 

99m
Tc-GLU by gavage. Tissues and organs, such as blood, liver and visceral adipose tissue, were removed 30 

min, 1h and 2h after 
99m

Tc-GLU gavage. The radioactivity was measured using a gamma counter (Wizard, 

Finland). A standard dose containing a known amount of radioactivity was counted simultaneously to correct for 

radioactive 
99m

Tc decay. The final results were expressed as a percentage of the administered dose per gram of 

tissue or organ (% dose/g). 

 

Energy expenditure estimate 

The metabolic rate was estimated using continuous recorders of oxygen consumption (VO2) and CO2 

released with an open-flow indirect calorimeter (LE405 Gas Analyzer, Panlab Harvard Apparatus, Spain). After 

the 8
th

 week of the diet, mice were weighed and placed individually into the gas chamber, where they remained 

for 50 minutes without any external influence. VO2 was recorded for each minute using a computerized system 

(Metabolism, Harvard Apparatus, Spain). The final 20 minutes were used for the analysis, while the initial 30 

minutes were disregarded to allow the animal to calm and acclimate to the chamber (after the stress of handling), 

and to avoid the influence of room gases inside the chamber (O2 and CO2). The VO2 and respiratory exchange 

ratio (RER=VCO2/VO2) values were used to estimate energy expenditure (EE), using the following equation: EE 

= (3.815 + (1.232 × RER)) × VO2 × 1.44.  

VO2 was measured under two conditions: after an overnight fast and in the fed state. All experiments 

were conducted during the same period of time to prevent circadian variations (fasting state: 8:00 to 12:00 and 

fed state: 12:00 to 16:00), and the room temperature was controlled at 25 ± 1C.  

 

Adipocyte culture 

VAT was removed under sterile conditions for adipocyte isolation, according to Rodbell (8). Briefly, 

approximately 1 g of VAT was digested with collagenase for 40min at 37C under continuous agitation. The 

cells were then filtered and washed three times with culture medium (complete DMEM) to remove collagenase 

and other debris. The infranatant was discarded after each washing stage and centrifugation (500 rpm, for 3 min, 
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at 4C). Isolated adipocytes were then resuspended in 6 mL of DMEM. Cell counting was performed in a 

Neubauer chamber (1.4  10
6
 to 1.0  10

7
 cells/mL).  

The isolated adipocyte-containing solution was incubated in duplicate at 37C and 5% CO2 with 1 mL of 

DMEM for 2 h. After incubation, the infranatant (1.6 mL) was removed, and the plate was stored at -70C for 

subsequent RNA extraction and inflammatory and metabolic-related protein analysis by real-time quantitative 

reverse transcription (qRT-PCR). 

 

Real-Time Quantitative Reverse Transcription PCR 

 BAT, SAT and adipocytes isolated from VAT were collected for the analysis of gene expression using 

qRT-PCR. Total RNA from the samples was extracted using TRizol reagent (Invitrogen
TM

/Life Technologies, 

Grand Island, NY, USA) according to the manufacturer’s protocol. Reverse transcription was performed to 

obtain cDNA. Samples were placed in the thermocycler at 72°C for 5 min for annealing, then 42C for 3h and 

72°C for 15 min for transcription. mRNA levels were determined using the SYBR Green reagent (Applied 

Biosystems/Life Technologies, USA) and specific primers in an ABiPrism 7900HT Sequence Detection System 

(Applied Biosystems/Life Technologies, USA). Gene expression was normalized to endogenous glyceraldehyde-

3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), and the results are expressed as the fold increase over control (2
-ΔΔCT

). 

The primers were:  

GAPDH: Fwd: 5’-CTCAAGATTGTCAGCAATGC-3’; Rev: 5’-CAGGATGCCCTTTAGTGGGC-3’;  

UCP1 (uncoupling protein 1): Fwd: 5’-GTGAACCCGACAACTTCCGAA-3’; Rev: 5’-

TGCCAGGCAAGCTGAAACTC-3’;  

PGC1 (Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha): Fwd: 5’-

GTCAACAGCAAAAGCCACAA-3’; Rev: 5’- TCTGGGGTCAGAGGAAGAGA-3’;  

BMP7 (Bone morphogenetic protein 7): Fwd: 5’-CAGCCTGCAAGATAGCCATT-3’; Rev: 5’-

AATCGGATCTCTTCCTGCTC-3’;  

PRDM16 (PR domain containing 16): Fwd: 5’-CAGCACGGTGAAGCCATTC-3’; Rev: 5’-

GCGTGCATCCGCTTGTG-3’;  

IL-6 (Interleukin-6): Fwd: 5’-ACAACCACGGCCTTCCCTACTT-3’; Rev: 5’-

CACGATTTCCCAGAGAACATGTG-3’;  

TNF (tumor necrosis factor): Fwd: 5’-CGTCGTAGCAAACCACCAAG-3’; Rev: 5’-

GAGATAGCAAATCGGCTGACG-3’;  

Leptin: Fwd: 5’-CCTGTGGCTTTGGTCCTATCTG-3’; Rev: 5’- AGGCAAGCTGGTGAGGATCTG-3’;  

Adiponectin: Fwd: 5’-AGGTTGGATGGCAGGC-3’; Rev: 5’- GTCTCACCCTTAGGACCAAGAA-3’;  

PPAR: Fwd: 5’-TACCACTATGGAGTCCACGCATGT-3’; Rev: 5’-

TTGCAGCTTCGATCACACTTGTCG-3’;  

PPAR Fwd: 5’-ACAGACAAGATTTGAAAGAAGCGGTGA-3’; Rev: 5’-

TCCGAAGTTGGTGGGCCAGA-3’;  

Lipoprotein lipase (LPL): Fwd: 5’-AGTCTGGCCTCGAACTAAACTATGTAT-3’; Rev: 5’-

TCCCAGGACACAGGAAGCTAA-3’;  

Hormone sensitive lipase (HSL): Fwd: 5’-ACCGAGACAGGCCTCAGTGTG-3’; Rev: 5’-

GAATCGGCCACCGGTAAAGAG-3’;  
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Carnitine palmitoyl-transferase 1b (CPT1b): Fwd: 5’-TCCCAGGCAAAGAGACAGACTTGC-3´; Rev: 5´-

GCAGGCGCGAGCCCTCATAG-3´ 

 

Statistical analyses 

 Sample size was based on previous results published by Soares et al (5). Statistical analyses were 

performed using the software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, USA). Normality was evaluated using 

the Kolmogorov-Sminorv test, and outliers were detected using the Grubb’s test. The data were analyzed using 

the Student’s t test or a one-way analysis of variance (ANOVA) followed by the Newman-Keuls multiple 

comparison test (parametric variables). Non-parametric variables were analyzed using either the Mann-Whitney 

or Kruskal-Wallis test, followed by Dunn’s multiple comparisons test. Variance was similar between groups that 

were statistically compared. The results are presented as the mean  standard error (parametric variables) or 

median and interquartile interval (non-parametric variables), with a significance level of 5% (p<0.05). 

 

RESULTS 

 

Effect of gluten supplementation on food intake and body composition: Energy intake of mice fed high-fat diets 

(HFD and HFD-G) was greater than energy intake of mice fed standard diets (CD and CD-G). As expected, mice 

from the HFD groups showed a higher weight gain compared with mice fed the standard diets. The addition of 

wheat gluten (4.5%) did not alter food intake. Despite the same energy intake, animals from the CD-G and HFD-

G groups showed an increased body weight, as well as VAT and SAT expansion, compared with their respective 

controls (Figure 1). 

 

Wheat gluten absorption and biodistribution in peripheral tissues: We studied gluten intestinal absorption and 

the kinetics of biodistribution using 
99m

technetium-radiolabelled gluten (
99m

Tc-GLU). 

Initially, we confirmed the purity of 
99m

Tc-GLU using chromatography. The results showed a purity of 

92.3 ± 2.1%, which is an acceptable level of radiochemical impurities (
99m

TcO4
-
 and 

99m
TcO2 mainly). Free 

technetium (
99m

TcO4
-
) is mainly retained in the thyroid because of similar characteristics to the iodide ion, and 

the in vivo stability of 
99m

Tc-GLU was confirmed by the absence of radioactivity in thyroid images from animals 

that received 
99m

Tc-GLU (Figure 2). 

The transit of 
99m

Tc-GLU was analyzed 1h, 2h, 4h and 6h after gavage. After one hour, gluten was found 

in the stomach and small intestine. After two hours, the non-absorbed fraction reached the ileum and cecum. 

Four and six hours after gavage, gluten was detected exclusively in the large intestine, representing the fraction 

that was not digested and absorbed (Figure 3 A-E). 
99m

Tc-GLU was mainly detected in the blood and liver, but 

also in VAT, as soon as 30 minutes after gavage. Although the kinetics of 
99m

Tc-GLU show a slower initial 

absorption in the HFD-G (30 min) compared to the CD-G group, it becomes similar 1h and 2h after gavage. As 

result, the total 
99m

Tc-GLU detected in all sites was similar between CD-G and HFD-G groups (Figure 3 F-H). 

 

Energy expenditure and thermogenesis: Because the increase in total weight and adiposity was not associated 

with changes in food intake, we investigated if it could be a result of differences in energy expenditure both the 

fasting and fed states. Indirect calorimetry showed that in the fed state, there were no differences in VO2 
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consumption, in the CD groups (CD 23.70.7 mL/min/kg vs. CD-G 25.40.9 mL/min/kg) or HFD groups (HFD 

28.50.6 mL/min/kg vs. HFD-G 28.91.9 mL/min/kg). Energy expenditure was not different among groups (CD 

180.012.7 mL/min/kg vs. CD-G 179.25.8 mL/min/kg; HFD 195.34.0 mL/min/kg vs. HFD-G 191.412.9 

mL/min/kg). When the fasting state was analyzed, lower basal oxygen consumption was detected in the CD-G 

and HFD-G groups over time. Although a modest but statistically reduction in oxygen consumption ratio was 

seen in CD-G group (p<0.05), total daily EE was not different comparing CD ad CD-G groups. In the HFD 

groups, EE was reduced by more than 10% in HFD-G compared to HFD mice (Figure 4). 

To further understand the molecular mechanisms supporting the reduced caloric expenditure associated 

with gluten intake, we studied the expression of molecules associated with thermogenesis in SAT and BAT. In 

BAT, wheat gluten intake reduced mitochondrial uncoupling protein 1 (UCP1) and increased UCP1 regulator 

protein PPAR coactivator 1-alpha (PGC1) expressions in HFD mice. No significant differences were observed 

in Bone morphogenetic protein 7 (BMP7) or PR domain containing 16 (PRDM16) expression, both of which are 

related to the development of brown adipocytes and multilocular morphology. No differences were observed in 

BMP7 and PRDM16 expression in CD groups (Figure 5). 

In SAT, no differences were observed in PGC1 and PRDM16 expression; however, we found a decrease 

of UCP1 and BMP7 expression in both groups fed with gluten-rich diets (CD-G and HFD-G), which was 

associated with the differentiation of white into brown adipocytes in SAT (Figure 5). 

 

Effect of wheat gluten on adipocyte expression: We studied the expression of molecules related to lipid 

metabolism and adipokine homeostasis in adipocyte cultures from mice in the four groups. In CD mice, wheat 

gluten intake increased the expression of the pro-inflammatory cytokine IL-6 and showed a tendency to increase 

TNF (p=0.06). No differences were observed in leptin and adiponectin. In HFD mice, only adiponectin 

expression was reduced in the HFD-G group. No alterations were detected for metabolic-related proteins in the 

CD groups. In HFD mice, gluten led to a reduction in PPAR, PPAR and in hormone-sensitive lipase (HSL) 

expression (Figure 6).  

 

DISCUSSION 

 

In the present study, we confirmed the obesogenic effects of wheat gluten that were observed previously 

by Soares et al (5), and demonstrated that such an effect can also be detected in animals that received a standard 

diet. Despite having had the same energy intake, weight gain was approximately 20% higher in mice fed gluten-

enriched diets compared to the respective gluten-free groups. Adipose tissue depots were increased by 

approximately 30% in CD-G and HFD-G groups. No other controlled studies using animal models or clinical 

trials have evaluated the obesogenic effects of gluten intake. A study with pigs showed a greater weight gain 

among animals fed a cereal-based diet containing gluten; however, it was a non-controlled study, and the effects 

of gluten could not be measured (9).  

It is not clear if the effects of dietary gluten on body weight are result of direct action on adipose tissue, or 

if it is a consequence of the systemic inflammatory profile caused by its presence in the gastrointestinal tract. In 

the present study, we investigated if gluten is detected in adipose tissue, an essential condition for a (possible) 

direct effect of gluten on that tissue. We hypothesized that mechanisms linked to a direct effect of gluten or its 
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peptides could be involved in promoting weight gain. In support of this, Drago et al. (10), showed that the gluten 

peptide gliadin increases intestinal permeability, permitting it to reach extra-intestinal organs and alter the 

expression of inflammatory cytokines. 

In our study we detected the presence of radiolabelled gluten in the circulation and peripheral organs, 

including VAT, which suggested that this protein and its fractions could also act directly on these tissues. The 

small presence of gluten peptides in the circulation is in agreement with the low digestibility of this protein 

related to its glutamine and proline content. Gluten peptides were shown to present more than 50 toxic epitopes, 

exerting cytotoxic, immunomodulatory and gut-permeating activities, with the 33-mer gliadin fragment being the 

most immunogenic (12). It is possible that, after oral intake, such peptides would act on adipose tissue and 

induce specific changes in cell metabolism.  

We investigated the possible mechanisms of gluten’s effect on weight gain, including thermogenesis and 

the browning process in BAT and SAT. In the fasting state, gluten intake in HFD mice reduced VO2 and energy 

expenditure compared to mice fed HFD without gluten, suggesting that there was reduced thermogenesis. This 

phenomenon was also observed in CD-G mice, although to a lesser extent. In the fed state, the effect of gluten 

intake was not observed. We believe that because of the increased energy expenditure caused by the thermic 

effect of food, the smaller but significant effect of gluten on basal metabolism could be masked. To better 

characterize thermogenesis and browning, we studied important thermogenesis-linked proteins in BAT and SAT. 

BAT contains multilocular adipocytes, with a large amount of mitochondria and a high expression of UCP1 (13). 

This protein has been negatively related to the development of obesity, because the genetic ablation of BAT 

leads to obesity (14) and induced expression of UCP prevents obesity in mice (15). This protein dissipates proton 

motive force from oxidative phosphorylation as heat instead of ATP production (16, 17). However, UCP1 is not 

expressed in classical white adipocytes, but it is present in brite adipocytes (‘brown-in-white’ or ‘beige’ 

adipocytes). These cells are adipocytes that develop in the subcutaneous adipose tissue in a process referred to as 

‘browning’ (18). We found a reduced UCP1 expression in all adipose tissue from mice fed gluten diets, except in 

BAT of the CD-G group. In SAT, gluten also reduced BMP7 expression in CD-G and HFD-G animals. This 

protein induces extensive ‘browning’ of white adipose tissue, regardless of the environmental temperature (19). 

BMP7 is important for brown adipocyte differentiation and UCP1 expression and it increases in energy 

expenditure (20). Thus, reduction in BMP7 and UCP1 expression is in agreement with the reduction of VO2 

consumption observed in CD-G and HFD-

the BAT of the HFD-G group. This protein seems to be the most important regulatory protein in BAT 

thermogenesis. PGC1 activates key mitochondrial enzymes in the respiratory chain and UCP1 expression, and 

also induces mitochondrial biogenesis. PGC1 is a well-known UCP1 inducer. Nevertheless, it has been shown 

that reduction of UCP1 could increase the expression of molecules involved in thermogenesis (including 

PGC1), suggesting that this may be a compensatory increase of PGC-1 expression (21).  

We confirmed our previous results, showing that weight gain observed with gluten intake is associated 

with the reduced PPAR, PPAR and HSL expression, and we showed that this effect is observed in adipose 

tissue and also in cultures of isolated adipocytes. PPARs play an important role in lipid metabolism and energy 

homeostasis. PPAR and PPAR downregulation reduce fatty acid oxidation-related genes (22) and HSL 

expression (23), respectively. We found that PPARα downregulation in HFD-G could reduce intracellular 

triglycerides lipolysis and the consequent increase in fat accumulation. Moreover, the reduction of PPARγ 

http://en.wikipedia.org/wiki/Oxidative_phosphorylation
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observed in HFD-G could be related to the downregulation of adiponectin expression by adipocytes (24). 

Adiponectin is an anti-inflammatory adipokine and its levels negatively correlate with visceral fat accumulation. 

Evidence indicates that adiponectin protects against obesity-linked metabolic dysfunction (25). In the CD-G 

mice, weight and adiposity gains were associated with reduced VO2 consumption that could be related to 

downregulation of UCP1 and BMP7 in SAT and upregulation of the proinflammatory cytokines IL-6 and TNF in 

adipocytes from VAT. IL-6 and TNF are pro-inflammatory cytokines that have a central role in inflammation 

and their increased secretion contributes to metabolic dysfunction in obesity (25). TNF participates in obesity-

related systemic insulin resistance by inhibiting the insulin receptor tyrosine kinase in muscle and fat (26). IL-6 

levels are positively correlate with adiposity (27) and its increase is predictive of the development of type 2 

diabetes (28). 

In HFD mice fed a gluten diet, the obesogenic effect of wheat gluten was more prominent than in CD 

mice. The pro-inflammatory adipokine leptin regulates feeding behavior through the central nervous system. Its 

levels in the blood positively correlate with adipose mass, indicating the occurrence of leptin resistance in obese 

individuals (25). It could be expected that leptin expression would be higher in CD-G and HFD-G compared 

with their respective controls, because body weight was higher in those mice. However, leptin is secreted mainly 

by subcutaneous adipose tissue that was not used in our adipocyte cultures (29). Results from our adipocyte 

cultures are in agreement with the results found in adipose tissue by Soares et al. (5) showing the reduction of 

PPAR and PPAR are associated with the reduction of HSL in HFD-G mice. These results support our 

hypothesis that gluten intake affects lipid metabolism in adipocytes of obese mice.  

As mentioned above, HFD-G and CD-G presented different profiles of adipokine production in adipocyte 

cultures. In CD mice, only the pro-inflammatory cytokines TNF and IL-6 were increased in the CD-G group, 

while in HFD mice, fat metabolism enzyme expression was more affected by gluten. These results suggest that 

gluten could act on different pathways and is more intense in the presence of metabolic alterations linked to 

obesity. The causes of such effects were not explored in the present study and deserve future investigations.  

Our study supports the hypothesis that gluten intake (4.5% of diet) can contribute to an acceleration of 

body weight gain that results from a reduction in energetic expenditure. The present results open a field of study 

that will help us to understand the association between gluten or gluten peptides and fat metabolism.  

We conclude that gluten or its peptides could reach extra-intestinal organs, such as liver and VAT, 

supporting a direct effect on those sites. Moreover, the inclusion of wheat gluten in isocaloric diets decreases 

thermogenesis, browning and energy expenditure, and accelerates weight gain and adiposity in CD-G and, 

mainly, in HFD-G mice.  
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Figure 1: Average energy intake, body weight and adiposity of CD, CD-G, HFD and HFD-G mice. A: 

Estimated average of the energy intake per cage, in calories/animal/day, n=12/12/20/18 cages. Kruskal-Wallis 

test + Dunn’s test. The different letters indicate p<0.05. B: Weekly body weight (g), n= 44/46/43/42. One-way 

ANOVA + Newman-Keuls post-test (p<0.05). † Statistical difference between CD and HDF. 
§
 Statistical 

difference among four groups. C: Visceral adipose tissue weight (g), n=44/46/43/42; 
# 

Bars present median and 

line interquartile interval - Mann-Whitney test; p<0.05. D: Subcutaneous adipose tissue weight (g), 

n=26/25/25/24. Student’s t test, *p<0.05.CD (control-standard diet); CD-G (control-standard diet + wheat 

gluten); HFD (high-fat diet); HFD-G (high-fat diet + wheat gluten). Except for Figure 6C (CD and CD-G 

groups), bars represent the mean and vertical lines represent standard error.  
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Figure 2: In vivo scintigraphic images obtained using a gamma-camera. A: Schematic figure representing 

how the animal was disposed. B-D: Scintigraphic images of C57Bl/6 mice captured using a gamma-camera at 1h 

(B), 4h (C) and 6h (D) after gavage of 5.5MBq of 
99m

TcO4
- 
(n=3). E-G: Scintigraphic images captured using a 

gamma-camera at 1h (E), 4h (F) and 6h (G) after gavage of 5.5MBq of 
99m

Tc-GLU (n=4). 

 

 

 
Figure 3: Scintigraphic images of the intestinal tract and biodistribution of wheat gluten radiolabeled with 

Technetium (
99m

Tc-GLU) in the blood, liver and visceral adipose tissue (VAT). A: Schematic representing 

experiments how the gastrointestinal tract was disposed. B-E: Scintigraphic images of the stomach and small and 

large intestine captured using a gamma-camera at 1h (B), 2h (C), 4h (D) and 6h (E) after gavage of 5.5MBq of 
99m

Tc-GLU (n=3 per time). F-H: The absorption kinetics of 
99m

Tc-GLU and the area under curve for blood, liver 

and visceral adipose tissue (VAT). CD-G (control-standard diet + wheat gluten); HFD-G (high-fat diet + wheat 

gluten); n=6 per group per time. Statistical test: *p<0.05 (Student’s t test). Results are expressed as the mean 

(dots and bars) and standard error (vertical lines). 
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Figure 4: Oxygen consumption (VO2), mean energy expenditure (EE) and respiratory exchange ratio 

(RER) of CD, CD-G, HFD and HFD-G mice in the fasting state. A, B: The oxygen consumption 

measurement of CD and HFD groups (mL/min/kg). Statistical test: Paired student’s t test. Lines represent the 

mean of each minute. C, D: Energy expenditure (EE) of CD and HFD groups (kcal/day/kg). E, F: Respiratory 

exchange ratio (RER=VCO2/VO2) of CD and HFD groups. CD (control-standard diet); CD-G (control-standard 

diet + wheat gluten); HFD (high-fat diet); HFD-G (high-fat diet + wheat gluten). * p<0.05 (Student’s t test). Bars 

represent the mean and vertical lines represent standard error; n=9/10/15/15. 
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Figure 5: Expression of thermogenesis-related proteins in the brown adipose tissue (BAT) and 

subcutaneous adipose tissue (SAT) of CD, CD-G, HFD and HFD-G mice. UCP1: uncoupling protein 1; 

PGC1: peroxisome proliferator-activated receptor-gamma coactivator 1 alpha; BMP7: bone morphogenetic 

protein 7; PRDM16: PR domain containing 16. Analyses were performed using qRT-PCR. CD (control-standard 

diet); CD-G (control-standard diet + wheat gluten); HFD (high-fat diet); HFD-G (high-fat diet + wheat gluten). 

A: n=9/10/10/11; B: n=6/7/7/7; C: n=8/10/10/11; D: n=7/7/7/7; E: n=5/5/5/5; F: n=6/7/7/7; G: n=5/5/5/5; H: 

n=6/7/7/7. *p<0.05 (student’s t test), 
# 

p<0.05 (Mann-Whitney test). Bars represent the mean and vertical lines 

represent the standard error except for Figure 5C which shows the median and interquartile interval, respectively. 

Reference value (fold change=1) for mice fed control diet (CD and CD-G) is the mean of values of CD group 

mice. For mice fed high fat diet (HFD and HFD-G) fold change = 1 is the mean of HFD group mice. 

 

 

 

 
Figure 6: Effects of wheat gluten on inflammatory and metabolic-related gene expression in culture of 

adipocytes from CD, CD-G, HFD and HFD-G mice. A and B: Inflammatory-related gene expression in 

adipocyte cultures from (A) CD (control-standard diet) and CD-G (control-standard diet + wheat gluten) or (B) 

HFD (high-fat diet) and HFD-G (high-fat diet + wheat gluten). C and D: Metabolic-related gene expression in 

adipocyte culture from (C) CD and CD-G and in (D) HF and HFD-G. IL-6: interleukin 6 TNF: tumor necrosis 

factor; PPAR: peroxisome proliferator-activated receptor alpha; PPAR: peroxisome proliferator-activated 

receptor gamma; LPL: lipoprotein lipase. HSL: hormone-sensitive lipase. CPT1: carnitine palmitoyl transferase-

1. Analyses were performed using qRT-PCR; A: n=5/6; B: n=8/7, C: n=5/6; D n= 8/8. Statistical test: *p<0.05 

(Student’s t test) and 
#
p<0.05 (Mann-Whitney test). Bars represent the mean and vertical lines represent standard 

error, except for Figure 6A (leptin) and Figure 6B (TNF and adiponectin), which represent median and 

interquartile interval, respectively. Reference value (fold change=1) for mice fed control diet (CD and CD-G) is 

the mean of values of CD group mice. For mice fed high fat diet (HFD and HFD-G) fold change = 1 is the mean 

of HFD group mice. 

 


