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Abstract 

 

Wine production in Portugal was assumed always as an extremely important sector of 

socio-cultural, economic and agricultural points of view, so the symbolism and 

consumption of this drink, by the Portuguese, it is sedimented in their way of life. The 

red wine has a constitution in high levels of phenolics, constituting one of the most 

important parameters of wines quality, since they contribute to its organoleptic 

characteristics, such as color, astringency, bitter taste and aroma. Moreover, due to its 

antioxidant and anti-inflammatory properties, the phenolic compounds are associated 

with several beneficial physiological effects derived from the moderate consumption of 

wine. However, alcohol consumption is a serious public health problem worldwide due 

to obvious physical and psychosocial problems caused by excessive use, even moderate. 

By this is considered a risk factor associated with over 200 diseases, including chronic 

pancreatitis. 

 

The aim of this study was to evaluate, by histological and immunohistochemical 

methods, the effects of experimental administration of red wine in Wistar rats in 

histomorphometry pancreatic acini and insulin expression of glucagon and cell 

proliferation marker PCNA . The results demonstrated that chronic consumption of 

wine consumption caused the development of fibrotic process, acini hypertrophy and 

disruption of the architecture of the pancreatic islets without structural recovery after 20 

weeks. For the expression of glucagon and insulin was observed a decrease and an 

increase, respectively, in animals that were administered the wine. The results of this 

study suggest that wine administration, at least during the period considered, changed 

the architecture of the pancreatic islets and the expression of insulin and glucagon, 

making suppose a direct effect on alpha and beta cells. Not knowing the alcohol content 

of wine, or the levels of the other constituents, it was not possible to know which of 

these were responsible for the observed changes. 

 

Keywords: wine, exocrine pancreas, endocrine pancreas, islets, acini, insulin, glucagon, 

PCNA 
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Resumo 

 

A produção vinícola em Portugal assumiu-se sempre como um setor de extrema 

importância, dos pontos de vista sociocultural, económico e agrícola, pelo que o 

simbolismo e o consumo desta bebida, por parte dos portugueses, está enraizado no seu 

modo de vida. O vinho tinto possui na sua constituição níveis elevados de compostos 

fenólicos, constituindo um dos parâmetros de qualidade mais importantes dos vinhos, 

uma vez que contribuem para as suas características organoléticas, como a cor, a 

adstringência, sabor amargo e aroma. Por outro lado, e devido às suas propriedades 

antioxidantes e anti-inflamatórias, os compostos fenólicos estão associados com vários 

efeitos fisiológicos benéficos derivados do consumo moderado de vinho. No entanto, o 

consumo de álcool é um grave problema de saúde pública em todo o mundo devido aos 

problemas físicos e psicossociais evidentes causados pelo seu uso excessivo, e mesmo 

moderado, sendo considerado um fator de risco associado a mais de 200 patologias, 

incluindo a pancreatite crónica 

 

Pretende-se com o presente estudo avaliar, através de técnicas histológicas e imuno-

histoquímicas, os efeitos da administração experimental de vinho tinto a ratos Wistar na 

histomorfometria dos ácinos pancreáticos e na expressão da insulina, da glucagina e do 

marcador de proliferação celular PCNA. Os resultados demonstraram que o consumo 

consumo crónico de vinho provocou o desenvolvimento de processo fibrótico, a 

hipertrofia doas ácinos e a disrupção da arquitectura dos ilhéus pancreáticos, sem 

recuperação estrutural ao fim de 20 semanas. Quanto à expressão da glucagina e da 

insulina observou-se uma diminuição e um aumento, respectivamente, nos animais aos 

quais foi administrado o vinho. Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a 

administração de vinho, pelo menos durante o período considerado, alterou a 

arquitectura dos ilhéus pancreáticos e a expressão da insulina e da glucagina, fazendo 

supor um efeito direto nas células alfa e beta. Não sabendo o teor alcoólico do vinho, 

nem os níveis dos seus outros constituintes, não foi possível saber quais destes foram 

responsáveis pelas alterações observadas. 

 

Palavras-chave: vinho, pâncreas exócrino, pâncreas endócrino, ilhéus, ácinos, insulina, 

glucagina, PCNA 

 



 

 
XVIII 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Pâncreas e Tecido Adiposo na Administração Experimental de Vinho 

 
1 

1. Introdução 

 

A Dieta Mediterrânica e o Consumo de Vinho 

 

A dieta mediterrânica é considerada através de diversos estudos como a mais saudável e 

mais sustentável do mundo, estando associada a uma maior longevidade e à proteção 

contra diversas doenças, como cancro, cardiovasculares, hipertensão arterial, entre 

outras (Pinho et al., 2015). Para além de um regime alimentar, e de um modo de vida, a 

dieta mediterrânica foi classificada como Património Imaterial da Humanidade pela 

UNESCO (Organização das Nações Unidas para a Educação, Ciência e Cultura) em 

Baku, no Azerbaijão, em 4 de Dezembro de 2013. 

 

A pirâmide da dieta mediterrânica (Fig.1.1) evidencia um estilo de vida saudável, que 

incorpora os hábitos alimentares, mas também a prática de atividade física diária, o 

descanso recomendado, a biodiversidade e a convivência interpessoal garantindo uma 

base essencial à sustentabilidade (Bach-Faig et al., 2011; Burlingame e Dernini, 2011; 

Medina, 2011). Nesta dieta, os alimentos estão organizados pelas porções diárias 

recomendadas, estando na base os alimentos que auxiliam na proteção e regulação do 

organismo e, no topo, as porções dos alimentos que devem ser consumidos em menor 

quantidade e menos frequentemente (Bach-Faig et al., 2011). A pirâmide funciona 

como um guia para uma escolha de um modo de vida saudável, devendo ser adaptada às 

necessidades específicas de determinados grupos sociais e etários. Em Portugal, devido 

ao clima e à geografia do país, a dieta mediterrânica encontra-se completamente 

sedimentada, embora se tenha verificado um decréscimo na adesão a este tipo de padrão 

alimentar em Portugal e em outros países mediterrânicos (Rodrigues et al., 2008; da 

Silva et al., 2009). Os alimentos que a integram são produzidos no País, na maior parte 

dos casos localmente, os princípios da sazonalidade são sustentados, e a tradição nos 

modos alimentares é respeitada. As características e o enquadramento da dieta 

mediterrânica, ou do padrão alimentar mediterrânico, as razões para a sua promoção, do 

ponto de vista das tradições e cultura, da sua sustentabilidade e como modelo de saúde, 

encontram-se desenvolvidas de forma exaustiva no documento “Padrão Alimentar 

Mediterrânico: Promotor de Saúde” (Pinho et al., 2015). 
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Figura 1.1 Pirâmide da Dieta Mediterrânica (Fundación Dieta Mediterránea; 

http://dietamediterranea.com/piramidedm/piramide_PORTUGUES.pdf, consultado em 

Junho de 2016). 

 

Ainda não é claro quais os componentes da dieta mediterrânica mais importantes para a 

promoção da saúde, mas o azeite, os alimentos de origem vegetal e o consumo 

moderado de vinho são prováveis candidatos (Trichopoulou e Critselis, 2004). Entre os 

10 princípios da dieta mediterrânica em Portugal encontra-se o consumo baixo, a 

moderado, de vinho e apenas nas refeições principais (Bach-Faig et al., 2011; Barros et 

al. 2013; Artero et al., 2015). Deste modo, a produção vinícola em Portugal assumiu-se 

sempre como um setor de extrema importância, dos pontos de vista sociocultural, 

económico e agrícola, pelo que o simbolismo e o consumo desta bebida, por parte dos 

portugueses, está enraizado no seu modo de vida (Cardeiras, 2009). Este estilo de vida 

tornou-se essencial ao longo de séculos para a acentuada produção, transformação e 

comercialização vinícola (Balsa et al., 2011). Em Portugal, a produção de vinho é 

bastante superior aos valores de consumo, tendo evoluído com o avanço de novas 

tecnologias. A nível da União Europeia, Portugal encontra-se abaixo da Itália, França e 

Espanha na produção vinícola, ficando em 4ºlugar (Balsa et al., 2011; Guedes, 2013). 
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Relativamente ao consumo de álcool per capita nos membros da OCDE (Organização 

para a Cooperação e Desenvolvimento Económico), Portugal encontra-se em 9º lugar 

com maior consumo, embora tenha reduzido a quantidade consumida ao longo de 20 

anos, de acordo com o relatório da OCDE sobre o consumo nocivo de álcool, e o seu 

impacto na saúde pública relativo ao período entre 1992 e 2012. Em 2012, o consumo 

de bebidas alcoólicas em Portugal rondou os 11 litros per capita, muito superior à 

média da OCDE (9.1%) (OECD, 2015). Quanto à avaliação dos padrões de consumo de 

álcool, tendo uma escala de 1, para o consumo associado às refeições, e 5, para o 

consumo nocivo em grandes quantidades ocasionalmente, Portugal encontra-se com o 

nível mais baixo, de 1. Ainda no mesmo relatório, salienta-se que Portugal é um dos 

países onde o vinho é a bebida mais consumida, seguindo-se a cerveja e as bebidas ditas 

espirituosas (OECD, 2015). 

 

O vinho tinto possui na sua constituição níveis elevados de compostos fenólicos, que 

são provenientes da casca e das sementes das uvas (Baiano et al., 2009; Lingua et al., 

2016). Os polifenóis das uvas vermelhas e do vinho tinto são principalmente 

flavonóides (antocianinas, flavonóis e flavonóides) e compostos não flavonóides (ácidos 

fenólicos, como estilbenos e ácidos hidroxicinâmico e hidroxibenzóico) (Monagas et 

al., 2005; Giacosa et al., 2012). Os compostos fenólicos constituem um dos parâmetros 

de qualidade mais importantes dos vinhos, uma vez que contribuem para as suas 

características organolépticas, como a cor, a adstringência, sabor amargo e aroma 

(Monagas et al., 2005). 

 

Devido às suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatórias, os compostos fenólicos 

estão associados com vários efeitos fisiológicos benéficos derivados do consumo 

moderado de vinho (Monagas et al., 2005; Rebelo et al., 2014). Os polifenóis das uvas e 

do vinho, de que o resveratrol é, provavelmente, um dos principais agentes dos efeitos 

benéficos (Martín et al., 2006; Garcia-Alonso et al., 2009; Lin et al., 2012), parecem 

prevenir o desenvolvimento de doenças através da modulação dos efeitos prejudiciais de 

espécies reactivas de oxigénio (ROS) e o desenvolvimento de doenças relacionadas com 

stresse oxidativo (Giovinazzo e Grieco, 2015). Tem sido amplamente sugerido que a 

ingestão regular e moderada de vinho é capaz de aumentar a longevidade e diminuir o 

risco de doenças cardiovasculares (German e Walzem, 2000; Mezzano et al., 2001; 

Cordova e Sumpio, 2009; Arranz et al., 2012; Giacosa et al., 2016) e pode estar 
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associada com um menor risco de desenvolvimento de diabetes mellitus tipo 2 

(Wannamethee et al., 2003; Koppes et al., 2005). 

 

No entanto, o consumo de álcool é um grave problema de saúde pública em todo o 

mundo devido aos problemas físicos e psicossociais evidentes causados pelo seu uso 

excessivo, e mesmo moderado (Thakker, 1998; Standridge et al., 2004; WHO, 2014), 

sendo considerado um fator de risco associado a mais de 200 patologias (WHO, 2014). 

O consumo de vinho faz aumentar a secreção gástrica, por acção dos ácidos málico e 

láctico (Liszt et al., 2012) e dos compostos fenólicos amargos e adstringentes, podendo 

causar irritação da mucosa gástrica. Adicionalmente, e embora o epitélio gástrico seja 

intrinsecamente resistente aos efeitos prejudiciais do HCl (ácido clorídrico), o mesmo 

não acontece com o epitélio do esófago, pelo que o refluxo de ácido do estômago para o 

esófago, chamado de azia, pode causar dor e, em condições crónicas, levar a lesões do 

epitélio (Katz e Johnson, 2011). A ingestão elevada de álcool encontra-se relacionada 

com o desenvolvimento de determinados tipos de cancros (Shield et al., 2014; Giacosa 

et al., 2016), incluindo coloretal, mama, cavidade oral, faringe, laringe, fígado e esófago 

e, possivelmente, com risco elevado no estômago, pulmão, bexiga e pâncreas; com a 

cirrose hepática (Cao et al., 2015); e com a pancreatite crónica (Ammann e Muellhaupt, 

1994; Ammann, 2001). 

 

Tendo em conta os efeitos favoráveis e desfavoráveis do álcool na saúde, são 

aconselhados como limites para o consumo de álcool, não exceder 30 g de etanol por 

dia (ou seja, cerca de dois copos de cerveja, vinho ou bebidas espirituosas) para 

homens, e 15 g (uma bebida) para mulheres (Giacosa et al., 2012). No entanto, este é 

um assunto complexo e não existem ainda recomendações consistentes 

internacionalmente aceites (Furtwængler e de Visser, 2013). No Relatório da OCDE 

“Tackling Harmful Alcohol Use: Economics and Public Health Policy” aparecem, para 

Portugal, os valores de 12g, como a quantidade em gramas de álcool puro contido em 

uma bebida padrão, e como limites de consumo de risco (limite acima do qual a saúde 

das pessoas está em risco): Homens: > 2-3 bebidas/dia (24-36g), Mulheres: > 1-2 

bebidas/dia (12-24 g). 
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O Pâncreas 

 

O pâncreas, um dos órgãos do aparelho digestivo, está localizado no abdómen e possui 

uma parte exócrina (97% da massa total) e outra endócrina (3% da massa total). A 

porção exócrina produz as enzimas digestivas (ou pancreáticas) necessárias para digerir 

os alimentos ingeridos, convertendo-os em nutrientes (Young et al., 2006). A lipase e a 

α-amilase são algumas das enzimas digestivas produzidas pela componente exócrina do 

pâncreas (Young et al., 2006). A lipase pancreática interage com a bílis do fígado 

fazendo com que as moléculas de gordura sejam fragmentadas, de forma a poderem ser 

absorvidas e usadas pelo organismo. A α-amilase ajuda a quebrar os carbohidratos 

(amido e glicogénio) originando açúcares, que são mais facilmente absorvidos pelo 

organismo (Young et al. 2006). Desta forma, é essencial uma dieta equilibrada para a 

produção regular destas enzimas digestivas, levando ao bom funcionamento do 

organismo. Em casos de subnutrição tem sido observado que ocorre uma disfunção e 

alterações morfológicas do pâncreas exócrino (Pitchumoni, 1973; El-Hodhod et al., 

2005). 

 

A componente endócrina, organizada em cordões de células de dimensão variada, é 

responsável pela secreção de várias hormonas. As células beta são as mais numerosas, 

constituindo 50-80% das células dos ilhéus em humanos e 60-80% em ratos, e secretam 

a insulina (reduz a taxa de açúcar no sangue). As células alfa compõem 20-40% e 10-

20% do número total de células em humanos e ratos, respectivamente, e secretam a 

glucagina (aumenta a taxa de açúcar no sangue). As células delta correspondem a menos 

de 10% em humanos e 5% em ratos, respectivamente, e secretam a somatostatina (inibe 

o pâncreas endócrino); e as células PP, que constituem menos de 1% das ilhotas, 

secretam o polipeptídeo pancreático (inibe o pâncreas exócrino) (Reichert e Rustgi, 

2011). Em estudos recentes, verificou-se que é difícil relacionar a arquitetura dos ilhéus 

com o tamanho do corpo, sendo que esta pode ser influenciada pela dieta ou pelos 

padrões circadianos. Em ratos e em humanos a arquitetura dos ilhéus depende também 

do tamanho dos mesmos, tendo os de menor diâmetro uma organização menos 

complexa que os de dimensões acima dos 100 µm de diâmetro (Wang et al. 2013; ver 

Kim et al., 2009; Dolenšek et al., 2015). Em ratos os ilhéus encontram-se 

principalmente na zona interlobular e nos humanos localizam-se regularmente nas 
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extremidades dos lóbulos, na zona intralobular, existindo diversas tentativas de 

explicação para esta situação (Saito et al., 1978). 

 

No pâncreas várias são as patologias que podem ocorrer, sendo a pancreatite, de origem 

inflamatória, a doença mais comum neste órgão, podendo levar a alterações 

morfológicas irreversíveis ou mesmo à perda da função. Como anteriormente referido, o 

vinho tinto, um componente importante da dieta mediterrânica, quando consumido 

moderadamente pode ter um papel protector da saúde humana, mas quando consumido 

em excesso pode causar danos graves e irreversíveis. A cirrose hepática (Rehm et al., 

2010) e a pancreatite (tanto aguda como crónica; Irving et al., 2009) são causalmente 

relacionadas com o consumo de álcool, sendo que níveis elevados de consumo criam 

um aumento exponencial de risco para o desenvolvimento destas patologias. O consumo 

excessivo de álcool é um factor de risco comum para a pancreatite aguda e crónica 

podendo danificar as células pancreáticas (Kristiansen et al., 2008; Irving et al., 2009; 

Apte et al., 2010; Samokhvalov et al., 2015), existindo relações dose-resposta 

diferenciadas entre o volume médio de consumo de álcool e o risco de diferentes tipos 

de pancreatite em homens e mulheres, (Samokhvalov et al., 2015). Uma das 

características da pancreatite crónica é a destruição fibrótica progressiva do parênquima 

secretor (Apte et al., 2011; Brock et al., 2013). 

 

Apesar dos vários estudos realizados a patogénese da pancreatite alcoólica não está 

ainda bem esclarecida (Lerch et al., 2003; Chowdhury e Gupta, 2006). O álcool e os 

seus metabolitos podem produzir alterações na secreção exócrina através de vários 

mecanismos (Niebergall-Roth et al., 1998), designadamente efeitos diretos nas células 

acinares, promovendo uma activação enzimática intracelular prematura, predispondo a 

glândula para lesões auto-digestivas (Apte et al., 2010). As lesões acinares incluem: (1) 

aumento do conteúdo glandular de enzimas digestivas, como resultado do aumento dos 

níveis de mRNA para estas enzimas; (2) aumento do teor glandular da enzima 

lisossómica catepsina B (conhecida por ser capaz de activar o tripsinogénio); (3) 

aumento da fragilidade dos lisossomas possivelmente mediada por ésteres de colesterilo 

e ésteres etílicos de ácidos gordos; e (4) aumento da fragilidade dos grânulos de 

zimogénio (Apte et al., 1994). Mutações do gene tripsinogénio catiónico e do inibidor 

da tripsina pancreática secretora (SPINK-1) têm sido implicadas na patogénese da 

pancreatite alcoólica (Gullo et al., 2005), enquanto outros trabalhos sugerem alterações 
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funcionais mitocondriais e outras respostas do retículo endoplasmático (Criddle et al., 

2015). Alterações morfológicas e funcionais induzidas pelos componentes não-

alcoólicos na componente exócrina do pâncreas, não estão ainda bem esclarecidas, 

sendo interessante a sua avaliação (Gerloff et al., 2010). 

 

Apesar de o consumo moderado de álcool ser associado com uma diminuição nas 

concentrações de insulina no plasma, relativamente poucos estudos têm sido realizados 

para avaliar o efeito do álcool sobre a sensibilidade à insulina, particularmente em 

indivíduos não diabéticos, resistentes à insulina. Zilkens et al. (2003) observaram que 

uma redução substancial no consumo de álcool em homens saudáveis não alterou a 

sensibilidade à insulina. Os dados de Kim et al. (2009) demonstraram que 8 semanas de 

consumo moderado de álcool tiveram um impacto mínimo sobre a sensibilidade à 

insulina em indivíduos não diabéticos, resistentes à insulina. Os resultados de Avogaro 

et al. (2004) sugerem que o consumo agudo de álcool melhora a acção da insulina, sem 

afectar a secreção das células-β, o que pode ser devido, em parte, ao efeito inibitório do 

álcool sobre a lipólise. Relativamente à componente endócrina estão estudados alguns 

efeitos do resveratrol, polifenol constituinte do vinho, nas células beta e na secreção da 

insulina (Palsamy et al., 2010; Ku et al., 2012; Oh et al., 2014).  

 

Dados clínicos e experimentais recentes evidenciam uma associação clara entre a flora 

bacteriana do tracto gastro-intestinal, e os produtos bacterianos (tais como endotoxinas), 

e as complicações derivadas da pancreatite, e os resultados de estudos em modelos 

animais reforçam o conceito de que as endotoxinas bacterianas são um factor importante 

na iniciação e na progressão da pancreatite alcoólica (Vonlaufen et al., 2014). 
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2. Objetivos 

 

Com base nos fundamentos descritos, pretende-se avaliar os efeitos da administração de 

vinho tinto no pâncreas de ratos Wistar machos, com 4 semanas, através da análise 

histopatológica do pâncreas e da imuno-histoquímica com anticorpos primários contra a 

insulina, a glucagina e o PCNA. 
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3. Material e Métodos 

 

O presente estudo foi realizado em colaboração com o Serviço de Patologia 

Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra, tendo sido 

autorizado pela Comissão de Ética competente tal como previsto na alínea b) do nº49 da 

Portaria nº 1005/92, de 23 de Outubro e seguiu todas as normas vigentes de bem-estar 

animal. Os animais foram mantidos em gaiolas apropriadas nas condições ambientais e 

de manutenção determinadas pela legislação em vigor na União Europeia, relativa à 

experimentação animal (FELASA, http://www.felasa.eu) e em Portugal (Portaria nº 

1005/92, de 23 de Outubro). A metodologia do estudo experimental que originou este 

trabalho está descrita abaixo, particularmente as condições de manutenção dos animais, 

as suas características, o modo de administração do vinho, o método de necrópsia e da 

recolha e processamento dos tecidos. 

 

Animais 

 

No presente trabalho foram usados 30 animais saudáveis da espécie Rattus novergicus 

albinus da estirpe Wistar, machos com a idade de 8 semanas, provenientes do biotério 

Charles-River, Barcelona, Espanha e, posteriormente transferidos para o Laboratório de 

Experimentação Animal II (LEA II), no Biotério Central da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Coimbra do Pólo I. Todos os animais foram submetidos a um período 

de quarentena de sete dias, a fim de aclimatizar e de excluir qualquer tipo de patologia, 

garantindo o seu estado de saúde. No LEA II, os animais ficaram em condições de 

manutenção e manipulação padrão de experimentação animal. 

 

A manutenção e alojamento dos animais foram realizados de acordo com as condições 

padronizadas de climatização e controladas permanentemente pelos técnicos 

qualificados do biotério, pela monitorização e registo das condições diárias, mantendo 

os valores de intervalo recomendados, isto é, temperatura de 20ºC a 24ºC, humidade 

relativa de 45% a 65% e a luminosidade em ciclos de 12h de luz e 12h de escuro. Estas 

condições permitem garantir a comparabilidade, a reprodutibilidade, a possibilidade de 
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efectuar generalizações e, consequentemente, possibilitar a validação científica da 

investigação experimental. 

 

Os animais foram alojados de modo aleatório em grupos de dois, em gaiolas 

rectangulares, transparentes de policarbonato tipo III, de dimensões padronizadas para 

ratos, dispostas em estantes. Estas são gaiolas leves, de fácil limpeza e auto-claváveis, 

possuem tampas de arame de aço galvanizado com espaçamento de 7 mm, possuindo 

uma superfície plana e uma superfície mais baixa com inclinação de 45º e uma divisória 

interna amovível para colocar a ração e o bebedouro. As gaiolas são compostas por 

tampas filtrantes ou micro isoladoras para manter um microambiente adequado.  

 

Utilizou-se corola de milho como material de cama, que tinha como função a da 

absorção da urina e da água derramada do bebedouro, proporcionando um ambiente 

confortável no período estabelecido entre as trocas. Dentro da gaiola foi colocado papel 

e rolo de papel como enriquecimento ambiental, permitindo ao animal brincar, escavar e 

esconder-se, manifestando tanto quanto possível o seu comportamento normal como 

seria em condições naturais. 

 

As gaiolas foram limpas, higienizadas e autoclavadas três vezes por semana, para que os 

animais se mantivessem limpos e secos, e para que a concentração de poluentes (ex. 

amoníaco) fosse mantida em níveis que não irritassem as mucosas dos animais. Durante 

a limpeza das gaiolas a ração, a água e o substrato da cama eram removidos e 

substituídos por materiais frescos. 

 

Os animais foram sustentados e alimentados com água e ração comercial peletizada de 

manutenção para ratos (Referência 4 RF21) oferecida ad libitum por meio de bebedouro 

e comedouro, respectivamente, suspensos na tampa de arame da gaiola. A ração e a 

água foram confirmadas diariamente de forma a permitir que os animais tivessem 

sempre água e ração disponíveis. A água foi tratada com ácido clorídrico (HCl) diluído 

para se obter um pH entre 2.5 e 3.2, evitando-se o crescimento bacteriano. 

 

As gaiolas foram todas identificadas com uma placa de cartão plastificado, onde se 

encontravam as informações do código da experiência, número da gaiola, grupo, 

número de animais na gaiola, espécie, estirpe, data de nascimento, data de entrada, data 
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de saída e do utilizador. Já os animais foram identificados por marcação na cauda, 

através de uma marca individual temporária (traço na base da cauda), realizada com 

uma caneta de tinta não tóxica. 

 

Os animais foram examinados, diariamente, quanto ao seu estado de saúde e bem-estar 

e quanto a eventuais alterações patológicas ao longo da experiência, de modo a reduzir a 

gravidade e duração da dor e do sofrimento aplicado, sendo que todos os animais que 

pudessem chegar a fronteiras humanamente aceitáveis, “humane endpoints”, isto é, 

expostos a sofrimento extremo que não era possível ser aliviado, fossem sacrificados 

antes do término do estudo. 

 

Foram constituídos três grupos experimentais, aleatoriamente, com 10 animais. O grupo 

I correspondeu ao grupo controlo, composto por animais mantidos sem qualquer 

manipulação experimental. Estes foram observados diariamente e pesados 

semanalmente. O sacrifício e necrópsia foram efetuados às 28 semanas (n=10). O grupo 

II corresponde ao primeiro grupo teste, composto por animais submetidos durante o 

período experimental à administração de 1 ml de vinho tinto por via endogástrica 

(gavagem), 5 vezes por semana, durante 8 semanas, e foram ainda observados e pesados 

três vezes por semana. O sacrifício foi realizado às 8 semanas (n=10). O grupo III 

corresponde ao segundo grupo teste, composto por animais submetidos durante o 

período experimental à administração de 1 ml de vinho tinto por via endogástrica 

(gavagem), 5 vezes por dia, durante 8 semanas. Ao fim das 8 semanas mantiveram-se 

sem qualquer manipulação experimental. Os animais foram ainda observados e pesados 

três vezes por semana. O sacrifício foi realizado às 28 semanas (n=10). 

 

Para a administração do vinho foi necessária a contenção do animal, devido ao 

procedimento ser realizado quando os ratos estavam conscientes e não anestesiados, 

garantindo-se, deste modo, a ingestão devido aos reflexos de deglutição. A contenção 

realizou-se com a mão: o indicador e o dedo médio são posicionados em ambos os lados 

atrás da mandíbula e os dedos do polegar, anelar e mínimo são colocados ao redor do 

tórax. O dedo polegar desliza-se para a frente dos membros anteriores, limitando os 

movimentos com a cabeça. O dedo mínimo foi usado para imobilizar um membro 

posterior juntamente com a cauda. A administração do vinho foi realizada através de 

sondas metálicas endogástricas rígidas com ponta arredondada acopladas a uma seringa 
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de 1 ml. A sonda foi introduzida na cavidade oral, através do diastema e usando o 

reflexo da ingestão, a sonda foi passivamente inserida. O conteúdo do seringa foi 

administrado lentamente, sendo todas as administrações assinaladas na folha de registo 

de cada um dos animais do Serviço de Patologia Experimental. 

 

  

A       B 

Figura 3.1 A – Administração do vinho por via endogástrica (gavagem); B – pesagem 

dos animais com o auxílio da balança digital 

 

Histologia e Imuno-histoquímica 

 

No final do procedimento experimental, os animais foram eutanasiados e necropsiados. 

A eutanásia é um procedimento rápido sem stress, sofrimento, dor e sem que o animal 

tenha consciência do processo. Esta leva à rápida perda de consciência, paragem 

respiratória e cardíaca e perda da função cerebral, com o fim de ser considerada uma 

morte humanamente aceitável. Este método obedeceu aos critérios da espécie animal em 

causa, do tamanho, da idade, e do número de animais a serem sacrificados, tendo ainda 

em conta o protocolo experimental e as condições técnicas existentes no Serviço de 

Patologia Experimental, isto é, a disponibilidade de recursos e a perícia e segurança do 

operador. O método escolhido para a realização da eutanásia deverá garantir sempre o 

bem-estar do animal e a segurança do operador. 

 

Para realizar a eutanásia preparou-se uma solução anestésica de 12 ml com cetamina 

(Ketalar® 500mg/ml, Pfizer) e cloropromazina (Largatil® IV 50mg/2ml, Laboratórios 

Vitória), tendo sido administrado 0.1 ml por 100 g de peso vivo de rato, por via 

intraperitoneal. A sobredosagem anestésica seguida do deslocamento cervical foi o 

método utilizado para a eutanásia, confirmando-se que a morte do animal ocorreu. Esta 
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certificação é realizada com a permanente cessação dos batimentos cardíacos e da 

circulação, perda de cor nas membranas mucosas, ausência de reflexos da córnea ou 

palpebrais e confirmação do rigor mortis. Este método tem como vantagem a 

velocidade da absorção ser elevada, ser de fácil execução e utilização, constituindo uma 

alternativa à via intravenosa em animais de pequeno porte. 

 

Após ter sido executada a eutanásia, todos os animais foram necropsiados, numa sala 

própria com segurança biológica e sem a presença de outros animais. A necrópsia 

consiste num exame pós-morte a qualquer espécie animal, tendo como objectivo a 

obtenção de informação e a recolha de órgãos ou tecidos para fins científicos. 

 

Durante a necropsia foram vários os pré-requisitos a cumprir, desde o material a usar, à 

identificação do material e a execução da própria necrópsia. O operador usou como 

material de protecção bata, máscara, touca e luvas, tendo sido realizado um 

procedimento individual para cada animal com a devida planificação, programação e 

preparação prévia, para que todas as tarefas da necropsia fossem realizadas em 

sequência, tentando, assim, minimizar a existência de falhas que pudessem 

comprometer a investigação. Em cada necrópsia montou-se a mesa de necrópsia 

composta por material de registo (fichas de registo de números de necrópsia no Serviço 

de Patologia Experimental, ficha de necrópsia, ficha de blocos histológicos), material de 

acondicionamento e reagentes (cassetes histológicas, tubos de Eppendorf para 

acondicionamento a -20ºC, contentor com formol tamponado a 10% e contentor com 

soro fisiológico, contentor de azoto líquido, contentor para lixo biológico – materiais 

cortantes e para materiais não cortantes), material de apoio à necrópsia (placa fria, placa 

para efectuar os cortes, alfinetes, elásticos, balança de precisão, régua (15 cm), fita 

métrica, craveira digital, compressas e algodão) e material para dissecção (tesoura recta 

de 18 cm, tesoura recta de 16 cm, tesoura Metz, pinça de dissecção recta de 14 cm, 

pinça comum, cabo de bisturi nº4 com lâmina descartável e alicate para crânio).  

 

Após a pesagem do animal sacrificado procedeu-se à observação do hábito externo, 

avaliando a condição corporal (caquexia, magreza ou excesso de peso), a condição do 

pêlo, da pele (alopecia, aumento da densidade do pêlo ou presença de feridas) e unhas, o 

tecido subcutâneo e mamário por palpação (tumores), as mucosas e orifícios naturais do 

corpo (feridas, secreções no pavilhão auricular, narinas, ânus e genitais).  
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Após os procedimentos anteriormente referidos, o pâncreas foi removido e fixado em 

formaldeído neutro a 10%, tamponado (pH 7.4), durante 24 horas. 

 

A inclusão dos fragmentos em blocos de parafina foi executada após processamento 

automático (processador automático de tecidos do Serviço de Patologia Experimental; 

Shadon Citadel 1000), através da passagem dos fragmentos para um molde rectangular 

metálico que continha parafina fundida. Após a sua solidificação na placa de frio 

periférica, foi desenformada e deu origem ao bloco de parafina com o material incluído, 

tendo sido armazenado à temperatura ambiente. 

 

Estes blocos foram dispostos no micrótomo para efectuar cortes histológicos seriados 

com a espessura mínima de 3 µm, após o que foram colocados em banho-maria de água 

morna para serem estendidos e transferidos para uma lâmina de vidro de 75×25mm. 

Esta foi identificada com lápis de carvão com o nº de registo de cada animal e, depois, 

colocada numa estufa a 60ºC para retirar o excesso de parafina e melhorar a adesão do 

corte à lâmina. 

 

No final os cortes foram corados através das técnicas da Hematoxilina & Eosina (H&E) 

e Tricrómico de Masson [Masson Trichrome Stain Kit (Methyl Blue), Atom Scientific 

Cod. RRSK20]. 

 

As secções do pâncreas exócrino foram observadas através de microscopia fotónica com 

um microscópio equipado com máquina fotográfica digital. Para cada animal 

obtiveram-se 10 fotomicrografias com a ampliação de 250X, de áreas exócrinas 

escolhidas aleatoriamente. As áreas e os perímetros de, pelo menos, 100 ácinos foram 

medidos através do software SigmaScan Pro 5.0 (SPSS, Chicago, USA), em cada 

animal. Apenas as estruturas histológicas cujos limites estivessem claramente definidos 

foram consideradas na medição.  

 

A imuno-histoquímica foi efectuada pelo método da Streptavidina-biotina-peroxidase 

utilizando os anticorpos primários contra o PCNA, a insulina e a glucagina, de acordo 

com as instruções do fabricante (Tabela 3.1). 
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Tabela 3.1 Anticorpos utilizado nas marcações imuno-histoquímicas 

Anticorpo Referência Diluição Incubação 

PCNA
1,2,*

 PC10, mouse monoclonal, MS-106 1:100 Overnight, 4ºC 

Insulina
3,4

 Insulin B (N-20), goat polyclonal, sc-7838 1:50 2h, temp. ambiente 

Glucagina
3,4

 Glucagon (C-18), goat polyclonal, sc-7779 1:50 2h, temp. ambiente 

1
Thermo Scientific, LAB-SA Detection System Kit, ref. TP-015-HD; 

2
Thermo Scientific; 

3
ImmunoCruz goat LSAB Staining System, ref. SC-2053; 

4
Santa Cruz Biotechnology. 

*Controlo positivo: intestino delgado de Hamster. 

 

Secções de 5 µm de espessura, dos mesmos blocos da análise histológica, foram 

estendidas em lâminas de vidro de 75x25 mm, tratadas com polilisina, desparafinizadas 

em xilol e re-hidratadas em graduações decrescentes de álcool até água destilada. O 

bloqueio da peroxidase endógena foi feito pela incubação das lâminas em solução de 

peróxido de hidrogénio a 3% em metanol (1 parte de H2O2 a 30%, para 9 partes de 

metanol absoluto), durante 15 minutos à temperatura ambiente, sendo posteriormente 

lavadas em solução salina tamponada com fosfato (PBS, phosphate buffered saline; pH 

7,4), três vezes por dois minutos. Antes da incubação com o anticorpo primário, os 

cortes foram pré-tratados para recuperação antigénica, em solução tampão citrato (pH 

6,0), a 98ºC durante 20 minutos, após o que foram arrefecidos, durante 20 minutos, à 

temperatura ambiente e lavados em PBS, três vezes por dois minutos. Para a diminuição 

das ligações inespecíficas, os cortes foram tratados com a solução de bloqueio durante 5 

min à temperatura ambiente, após o que foram incubados, em câmara húmida com o 

respectivo anticorpo primário. Posteriormente, os cortes foram lavados em PBS, três 

vezes por dois minutos, e tratados com anticorpo secundário biotinilado durante15 

minutos, em câmara húmida à temperatura ambiente. Logo a seguir foram lavados em 

PBS, três vezes por dois minutos, e tratados com o conjugado Streptavidina-peroxidase 

durante 15 minutos em câmara húmida à temperatura ambiente, sendo lavados 

novamente em PBS, três vezes por dois minutos, e submetidos à revelação com o 

cromogénio castanho [DAB, Diaminobenzidina], durante 5 minutos. Os cortes foram 

lavados em água destilada e contra-corados com hematoxilina de Mayer durante 1 

minuto, posteriormente lavados em água corrente, durante 1-2 minutos, e desidratados 

em graduações de álcool, clarificados em xilol e montados com Entellan (Merck, nº. 

107961). Para a interpretação dos resultados foi incubada secção adjacente como 

controlo negativo, sem o anticorpo primário. 
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Relativamente à expressão dos marcadores em estudo, as lâminas examinaram-se em 

microscópio fotónico equipado com máquina fotográfica digital, com uma ampliação de 

100X. No caso da insulina e da glucagina, para cada animal obtiveram-se 10-20 

fotomicrografias dos ilhéus presentes e foram calculados os perímetros e as áreas totais 

e da imunomarcação, evidenciada pela cor castanha, através do software SigmaScan Pro 

5.0 (SPSS, Chicago, USA). Com os valores das áreas foram calculadas os ratios 

correspondentes às células beta e células alfa, respectivamente. No caso do PCNA, para 

cada animal obtiveram-se 10-20 fotomicrografias dos ilhéus presentes, e de 50 ácinos, e 

foram calculados o número total de células e de células positivas, evidenciadas pela cor 

castanha, através do software SigmaScan Pro 5.0 (SPSS, Chicago, USA). Com estes 

valores foram calculadas os correspondentes ratios. 

 

Análise estatística dos dados 

 

Todos os dados histomorfométricos foram analisados estatisticamente. A normalidade e 

homocedasticidade foram testadas através dos métodos de Kolmogorov-Smirnov e 

Levene. No nosso caso, não se verificaram os pressupostos portanto efectuaram-se 

testes não paramétricos Kruskal-Wallis, para avaliar a existência de diferenças entre os 

grupos no que diz respeito aos perímetros e áreas acinares. As diferenças entre as 

médias foram consideradas significativas para P < 0,05. Toda a análise estatística foi 

efectuada com recurso ao software SPSS. 
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4. RESULTADOS 

 

Relativamente à componente exócrina do pâncreas observou-se o desenvolvimento de 

fibrose, em níveis de gravidade diferenciado, nos animais aos quais foi administrado 

vinho (Figs. 4.1 e 4.2). 

 

  

Figura 4.1 – Fotomicrografia do pâncreas de animal do grupo controlo (A) e animal de 

grupo experimental (B), em áreas em que não se observam alterações histopatológicas 

aparentes [H&E, 250X]. 
 

 

Na tabela 4.1 podem ser observados os valores das áreas e dos perímetros acinares dos 

animais dos 3 grupos. 

 

Tabela 4.1. Áreas (pixéis
2
) e perímetros (pixéis) dos ácinos pancreáticos dos ratos 

pertencentes aos três grupos analisados (média ± desvio padrão) 

Grupo Área dos ácinos Perímetro dos ácinos 

Grupo I (n =600) 14793,9  8339,4ª 519,5  172,6ª 

Grupo II (n =900) 18716,5  9844,1
b
 585,4  178,4

b
 

Grupo III (n =1199) 26780,2  22601,8
c
 662,9  253,2

c
 

Valores na mesma coluna afectados por letras diferentes em índice superior diferem 

significativamente para P < 0,05. 

 

De acordo com estes resultados foram observadas diferenças significativas (P < 0,05) 

nos três grupos estudados, relativamente à área e ao perímetro dos ácinos pancreáticos. 
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Figura 4.2 Fotomicrografias do pâncreas dos animais do grupo das 28 semanas, onde 

é possível observar fibrose (setas e *) distribuída nas áreas interlobulares (B, C, E, F), 

em alguns casos com aparência lobular (E), e nos ilhéus pancreáticos (A, C, D) [E: 

40x; A, B, C, F: 100x; D: 400x; Tricrómico de Masson]. 

 

Na tabela 4.2 podem ser observados os valores das áreas dos ilhéus pancreáticos e da 

expressão relativa da glucagina (Fig. 4.3) nos ratos pertencentes aos três grupos 

analisados. 

A B 

C D 

E F 

* * 

* 
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Tabela 4.2 Áreas (pixéis
2
) dos ilhéus pancreáticos e expressão relativa (%) da glucagina 

nos ratos pertencentes aos três grupos analisados (média ± desvio padrão) 

Grupo Área do ilhéu Ratio 

Grupo I (n = 47) 86479,8  70593,4 14,4  8,8ª 

Grupo II (n = 72) 105504,4  68942,9 11,4  7,2
b
 

Grupo III (n = 43) 96683,9  78286,8 10,4  7,6
c
 

Valores na mesma coluna afectados por letras diferentes em índice superior diferem 

significativamente para P < 0,05. 

 

 

  

  

Figura 4.3 Expressão da glucagina, evidenciada pela cor castanha. É possível 

observar a distribuição das células alfa na periferia dos ilhéus notando-se uma 

continuidade nos animais do grupo controlo (A), relativamente aos animais dos grupos 

das 8 semanas (B) e 28 semanas (C e D). [A, B, C 100x; D, 400x; contracoloração 

com hematoxilina de Meyer]. 

 

A B 

C D 
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De acordo com estes resultados foram observadas diferenças significativas (P < 0,05) 

nos três grupos estudados, relativamente à expressão da glucagina. 

 

Na tabela 4.3 podem ser observados os valores das áreas dos ilhéus pancreáticos e da 

expressão relativa da insulina (Figs. 4.4 e 4.5) nos ratos pertencentes aos três grupos 

analisados. 

 

 

Tabela 4.3 Áreas (pixéis
2
) dos ilhéus pancreáticos e expressão relativa (%) da insulina 

nos ratos pertencentes aos três grupos analisados (média ± desvio padrão) 

Grupo Área do ilhéu Ratio 

Grupo I (n =02) 74852,9  53623,5ª 53,0  11,9ª 

Grupo II (n =20) 38109,3  21754,4
b
 63,1  12,6

b
 

Grupo III (n =20) 65042,9  55199,3ª 67,1  12,6
b
 

Valores na mesma coluna afectados por letras diferentes em índice superior diferem 

significativamente para P < 0,05. 

 

 

De acordo com estes resultados foram observadas diferenças significativas (P < 0,05) 

entre os animais do grupo controlo e os dos outros dois grupos estudados, relativamente 

à expressão da insulina. 
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Figura 4.4 Expressão da insulina, evidenciada pela cor castanha. É possível observar a 

distribuição das células beta ocupando a maior parte dos ilhéus nos animais do grupo 

controlo (A), das 8 semanas (B) e das 28 semanas (C, D). É possível observar uma 

aparente disrupção na arquitectura dos ilhéus, mais evidente nos animais do grupo das 

28 semanas (C e D) [100x; contracoloração com hematoxilina de Meyer]. 

 

 

 

D 

B A 

C 
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Figura 4.5 Expressão da insulina, evidenciada pela cor castanha. Estas imagens são de 

um rato do grupo das 28 semanas, sendo possível observar uma aparente dispersão das 

células positivas para a insulina, com disrupção na arquitectura dos ilhéus [100x; 

contracoloração com hematoxilina de Meyer]. 

 

 

Na tabela 4.4 podem ser observados os valores dos ratios correspondentes às células 

positivas (Fig. 4.6) nos ratos pertencentes aos três grupos analisados, utilizando o 

PCNA como marcador de proliferação. 

 

 

Tabela 4.4 Imunomarcação para PCNA (%) nos ilhéus e nos ácinos pancreáticos 

(média ± desvio padrão) 

Grupo Ilhéus Ácinos 

Grupo I 33,1  11,3
a
 14,5  5,8ª 

Grupo II 10,1  3,8
b
 4,9  1,9

b
 

Grupo III 21,8  9,4
c
 8,7  3,5

c
 

Valores na mesma coluna afectados por letras diferentes em índice superior diferem 

significativamente para P < 0,05. 
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Figura 4.6 Expressão do PCNA, evidenciada pela cor castanha. É possível observar 

células endócrinas (seta) e exócrinas (cabeça de seta) positivas, exemplificadas com 

seções de pâncreas de animal do grupo controlo (A) e das 28 semanas (B). [400x; 

contracoloração com hematoxilina de Meyer]. 

 

De acordo com estes resultados foram observadas diferenças significativas (P < 0,05) 

entre os animais do grupo controlo e os dos outros dois grupos estudados, relativamente 

à expressão do PCNA, nos ilhéus e nos ácinos pancreáticos.  
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5. DISCUSSÃO 

 

A pancreatite é a doença mais comum no pâncreas, é de origem inflamatória e pode 

levar a alterações morfológicas irreversíveis ou mesmo à perda da função. O consumo 

crónico de vinho, e em quantidades excessivas, pode danificar as células pancreáticas, 

causando pancreatite (Kristiansen et al., 2008; Apte et al., 2010). O álcool e os seus 

metabolitos podem produzir alterações na secreção exócrina através de vários 

mecanismos (Niebergall-Roth et al., 1998), designadamente efeitos diretos nas células 

acinares, promovendo uma activação enzimática intracelular prematura, predispondo a 

glândula para lesões auto-digestivas (Apte et al., 2010). Uma das características da 

pancreatite crónica é a destruição fibrótica progressiva do parênquima secretor (Apte et 

al., 2011; Brock et al., 2013). 

 

Os resultados do presente trabalho sugerem que a administração de vinho nas doses 

experimentais utilizadas causou pancreatite crónica, evidenciada pela destruição do 

parênquima do pâncreas e também na morfologia dos ilhéus, não tendo sido recuperada 

a sua arquitectura normal ao fim de 28 semanas, após ter terminado a ingestão de vinho 

(20 semanas de recuperação). A pancreatite crónica é caracterizada pela destruição do 

parênquima pancreático, por infiltrados de células inflamatórias e fibrose irregular, 

acompanhada por funções endócrinas e exócrinas insuficientes, sendo que cerca de 70% 

dos casos de pancreatite crónica são causados pelo abuso de álcool (Shimizu, 2008). 

Para além da coloração do Tricrómico de Masson teria sido interessante ter analisado a 

expressão imuno-histoquímica da actina para músculo liso para evidenciar eventuais 

diferenças entres grupos quanto à presença de células pancreáticas estreladas (Suda et 

al., 2000; Detlefsen et al., 2006; He et al., 2009). As células estreladas pancreáticas são 

células similares a miofibroblastos, com forma estrelada, que podem mudar de um 

estado quiescente a um estado activado. Tal como acontece no fígado a produção e 

síntese do tecido conjuntivo é atribuído a estas células as quais, quando activadas por 

citocinas, são transformadas em miofibroblastos (ver Klöppel et al., 2004), localizando-

se em redor dos ácinos (nos espaços periacinares), nas regiões perivasculares e 

periductais (Omari et al., 2007). Quando se activam migram para o lugar onde se 

produziu dano no tecido, e participam nas actividades da sua reparação, secretando 

componentes da matriz extracelular como colagénio de tipo I e III, fibronectina e 
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laminina (Omari et al., 2007). Uma vez que no processo fibrinogénico na pancreatite 

crónica alcoólica a activação das células estreladas pode envolver a libertação de TGFb 

pelas células acinares danificadas (Haber et al., 1999), e as citocinas parecem 

igualmente activar macrófagos (Detlefsen et al., 2006), seria interessante estudar a 

expressão destes marcadores nas condições experimentais deste trabalho. De referir 

ainda que o padrão difuso e interlobular, com uma aparência lobular, observado no 

presente trabalho foi igualmente referido por outros autores (Suda et al., 2000). No 

entanto, o fato de que apenas uma minoria (< 10%) dos consumidores de bebidas 

alcoólicas desenvolve pancreatite alcoólica (Chowdhury e Gupta, 2006), e que o etanol 

por si só pode não induzir inflamação pancreática em modelos animais (Schneider et al., 

2002), fez com que se tenham investigado possíveis cofatores do desenvolvimento de 

pancreatite crónica, designadamente dieta, tipo de bebida alcoólica consumida, padrão 

de ingestão, intolerância a lípidos, factores hereditários (Apte et al., 2005; 2008). No 

caso do presente trabalho algumas das diferenças encontradas dento dos grupos 

experimentais, no que diz respeito à gravidade das lesões, podem dever-se à 

predisposição individual e à componente genética, uma vez que as outras estavam 

padronizadas. 

 

Ao nível morfológico os resultados do presente trabalho sugerem uma hipertrofia dos 

ácinos em resposta à ingestão de vinho. Com efeito, a alteração morfológica mais 

significativa foi um aumento na área e no perímetro dos ácinos pancreáticos dos ratos 

que ingeriram vinho quando comparados com os ratos controlo o que pode ter sido uma 

consequência da obturação dos ductos em consequência do desenvolvimento do 

processo fibrótico. Uma vez que a hipersecreção de enzimas pancreáticas tem sido 

observada em alcoólicos crónicos a impressão geral é que o etanol estimula a secreção 

pancreática basal (Niebergall-Roth et al., 1998; Kono et al., 2001), o que pode ser feito 

através da hipertrofia e/ou da hiperplasia das estruturas acinares (Siegmund et al., 

1994). 

 

No presente trabalho foram também observadas alterações na forma dos ilhéus nos 

animais que ingeriram vinho, quando comparados com os ilhéus mais arredondados, de 

estrutura normal, dos animais do grupo controlo. O consumo moderado de álcool parece 

estar associado com uma diminuição nas concentrações de insulina no plasma. Os 

resultados de Avogaro et al. (2004) sugerem que o consumo agudo de álcool melhora a 



Pâncreas e Tecido Adiposo na Administração Experimental de Vinho 

 
26 

acção da insulina, sem afectar a secreção das células-β, o que pode ser devido, em parte, 

ao efeito inibitório do álcool sobre a lipólise. No presente trabalho através da expressão 

imuno-histoquímica foi observada uma maior expressão das células beta nos animais 

que ingeriram vinho, o que não quer dizer que se tenha traduzido nos níveis de insulina, 

pelo que se sugere, em trabalhos futuros o doseamento sérico desta hormona, para 

condições similares às do presente trabalho. Kokavec e Halloran (2010) observaram um 

decréscimo significativo nos níveis de insulina sérica nos indivíduos (humanos) que 

consumiram vinho fora das refeições. No entanto, os mesmos autores referem um 

decréscimo significativo nos níveis de glucose post-prandial, e ausência de alterações 

significativas nos níveis séricos de insulina quando o vinho foi ingerido após a refeição 

(Kokavec e Halloran, 2011). Este dado, para além de não permitir especular acerca dos 

nossos resultados, uma vez que os animais foram alimentados ad libitum, enfatiza a 

importância, e como já referido, do papel de possíveis cofatores no desenvolvimento de 

pancreatite crónica, designadamente a dieta, o tipo de bebida alcoólica consumida e o 

padrão de ingestão (Kokavec e Crowe, 2003; Kokavec e Halloran, 2010, 2011). DE 

assinalar que vários estudos analisaram os efeitos do resveratrol, polifenol constituinte 

do vinho, nas células beta e na secreção da insulina. Os resultados de Palsamy et al. 

(2010a) demonstraram que o resveratrol apresenta um significativo potencial 

antidiabético atenuando a hiperglicemia, aumentando a secreção de insulina e a 

competência antioxidante em células beta pancreáticas de ratos diabéticos, enquanto 

que, e de acordo com Ku et al (2012), esse efeito benéfico poderá estar associado a 

diminuição da apoptose das células beta. 

 

Quanto à expressão da glucagina, os resultados obtidos confirmam as dúvidas ainda 

existentes quanto à resposta desta hormona à administração de álcool. Esta resposta tem 

sido descrita de forma inconsistente, em parte, e muito provavelmente, devido aos 

efeitos da hipoglicemia e da hiperinsunilemia nas células alfa não serem atribuídos de 

forma diferenciada ao álcool e aos seus metabolitos (Aagaard et al., 2004). Tiengo et al. 

(1981) não observaram alterações significativas na secreção de insulina e de glucagina 

por acção do álcool e seus metabolitos enquanto Kolaczynski et al. (1988) observaram 

uma diminuição nos níveis de glucagina, por efeito do álcool durante uma situação de 

hipoglicemia em indivíduos normais, enquanto em indivíduos com diabetes de tipo 2, 

Rasmussen et al (2001) registaram que o consumo de álcool fez diminuir o pico de 

glucagina. As diferenças de expressão da glucagina observadas nas condições do 
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presente trabalho poderão estar associadas a uma alteração da arquitectura do ilhéu sem 

a correspondente alteração na sua produção. 

 

Quanto à expressão do marcador de proliferação os resultados do presente trabalho vão 

em sentido contrário aos obtidos por Wiśniewska et al. (2013) que verificaram um 

aumento na expressão de PCNA nas células pancreáticas de animais que ingeriram 

etanol. Estas diferenças podem ser devidas a eventuais efeitos benéficos dos diferentes 

componentes do vinho, como referido por Ding e Adrien (2002) relativamente aos 

efeitos antiproliferativos do resveratrol. 
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6. CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que a administração de vinho, pelo menos 

durante o período considerado, alterou a arquitectura dos ilhéus pancreáticos e a 

expressão da insulina e da glucagina, fazendo supor um efeito direto nas células alfa e 

beta. Não sabendo o teor alcoólico do vinho, nem os níveis dos seus outros 

constituintes, não foi possível saber quais os responsáveis pelas alterações observadas.  

 

Relativamente à componente endócrina estão estudados alguns efeitos do resveratrol nas 

células beta e na secreção da insulina. Contudo, alterações morfológicas e funcionais 

induzidas pelos componentes não-alcoólicas na componente exócrina do pâncreas 

merecem ser avaliadas em trabalhos futuros.  

 

Nesse sentido em ensaios futuros seria interessante e importante dosear estas hormonas 

no sangue e avaliar expressão de outros marcadores associados ao desenvolvimento de 

fibrose designadamente actina, colagénio de tipo I e III, fibronectina, laminina e 

macrófagos. 

 

Em trabalho futuro e para a constituição dos grupos experimentais sugerimos a 

utilização de animais repartidos segundo o sexo e a idade, e em condições alimentares 

diferenciadas.  

 

Outro aspecto interessante a considerar é o estudo dos efeitos do álcool sobre a flora 

intestinal, a barreira intestinal, fígado e pâncreas e tentar compreender eventuais 

interações entre estes órgãos no sentido de fornecer informações valiosas sobre a 

fisiopatologia da pancreatite alcoólica. 

 

Finalmente, e uma vez que o tecido adiposo desempenha um papel importante na 

regulação/desregulação da homeostase metabólica, tendo um papel chave na obesidade, 

pois é um tecido de armazenamento de gordura e um tecido sensível à insulina; e uma 

vez que vários trabalhos evidenciam que o metabolismo do tecido adiposo e, 

consequentemente os níveis das adipocinas e a sua função nos tecidos-alvo, são afetados 

pelo consumo de vinho, tanto moderado como crónico - sugere-se que em trabalhos 
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futuros se avalie o efeito do consumo de vinho no tecido adiposo, e a sua relação com o 

pâncreas, como estava programado mas que não foi possível realizar. 
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