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RESUMO

O aumento do consumo de alcool associado a bebidas energéticas cresce
cada vez mais, e atinge um mercado composto principalmente por adolescentes
e adultos jovens. Porém, a avaliacdo do impacto na saude dos seus
consumidores ainda nao foi totalmente determinada. Por tais motivos, o objetivo
desse trabalho foi avaliar a toxicidade aguda das bebidas energéticas e seus
principais constituintes (cafeina e taurina), isolados e em associa¢ao ao alcool,
em ratos Wistar, através de medidas bioquimicas e histopatologicas. Os animais
(n=5/grupo) foram tratados em dose Unica para avaliagdo da toxicidade aguda
(OECD 420). Os ratos foram tratados por via oral com solu¢des contendo: agua,
bebida energética (10mL/kg), alcool 20% (2 g/kg), alcool 20% (2 g/kg) associado
a bebida energética (10mL/kg), cafeina (3,2 mg/kg), taurina (40 mg/kg),
associacao de cafeina (3,2 mg/kg) e taurina (40 mg/kg), e associacéo de alcool
20% (2 g/kg), cafeina (3,2 mg/kg) e taurina (40 mg/kg). Neste protocolo os
animais foram anestesiados, eutanasiados e necropsiados 24h ap6s os
tratamentos. A massa relativa dos animais e dos orgaos foi determinada, sendo
gue nao houve diferenca significativa na massa corporal relativa a inicial (p>0,05;
ANOVA de uma via), bem como na massa relativa do figado (p=0,309), rim direito
(p=0,711) e rim esquerdo (p=0,085). Também nao houve diferenca significativa
(p>0,05; ANOVA de uma via) na dosagem dos parametros bioquimicos,
transaminase glutamico-oxalacética (TGO), transaminase glutamico-pirtvica
(TGP), gamaglutamiltranspeptidase (GGT), creatinina, fosfatase alcalina (FAL),
e lactato desidrogenase (LDH). Entretanto, apos a avaliacdo dos parametros
histolégicos no figado observou-se diferenca significativa (p<0,05; Qui-
guadrado) na degeneracdo hidrépica (p=0,007), degeneracdo hialina
(p=0,0001); congestdo (p=0,0001) e hemorragia (p=0,0001), no rim houve
diferenca significativa (p>0,05; Qui-quadrado) na degeneracao hialina (p=0,001)
e hemorragia (p=0,007). Através deste estudo foi possivel demonstrar que o
perfil bioquimico relacionado a dano hepatico ou renal ndo sofreu alteracdo apés
tratamento agudo, porém as analises histolégicas sinalizam que a associacao de
alcool e bebidas energéticas causa pequenas alteracdes dos tecidos hepaticos
e renais, que se repetidas a longo prazo podem acarretar danos aos individuos

gue fazem uso da associacao alcool-bebida energética.



UNITERMOS: Bebidas Energéticas, Alcool, Toxicidade Aguda, Histopatologia,
Ratos Wistar



ABSTRACT

The consumption of alcohol associated with energy drinks is increasing,
reaching a market composed mainly by adolescents and young adults. However,
the assessment of the impact on the health of its consumers has not yet been
determined. For these reasons, the objective of this study was to evaluate the
acute toxicity of energy drinks and their main constituents (caffeine and taurine),
isolated and in association with alcohol, in Wistar rats, through biochemical and
histopathological measures. The animals (n=5/group) were treated in a single
dose for acute toxicity evaluation (OECD 420). The rats were treated orally with
solutions containing: water, energy (10mL/kg), alcohol 20% (2 g/kg), alcohol 20%
(2 g/kg) associated with energy drink (10mL/kg), caffeine (3,2 mg/kg), taurine (40
mg/kg), association of caffeine (3,2 mg/kg) and taurine (40 mg/kg), and
association of alcohol 20% (2 g/kg), caffeine (3,2 mg/kg) and taurine (40 mg/kg).
In this protocol the animals were anesthetized, euthanized and necropsied 24 h
after the treatments. The relative mass of the animals and organs was
determined, and there was no significant difference in body mass relative to the
initial mass (p> 0,05, one-way ANOVA), as well as in the relative liver mass
(p=0,309), right kidney (p=0,711) and left kidney (p=0,085). There was also no
significant difference (p> 0,05; one-way ANOVA) in the biochemical parameters,
glutamic-oxalacetic transaminase (TGO), glutamic-pyruvic transaminase (TGP),
gammaglutamyltranspeptidase (GGT), creatinine, alkaline phosphatase, and
lactate dehydrogenase (LDH). However, a significant difference (p<0,05; Chi-
square) in the hydropic degeneration (p=0,007), hyaline degeneration (p=0,0001)
was observed after evaluation of the histological parameters in the liver: there
was a significant difference (p> 0.05; Chi-square) in congestion (p=0,0001) and
hemorrhage (p=0,0001) and in the kidney there was a difference in hyaline
degeneration (p=0,001) and hemorrhage (p=0,007). Through this study it was
possible to demonstrate that the biochemical profile related to hepatic or renal
damage did not change after acute treatment, but histological analyzes indicate
that the association of alcohol and energy drinks causes small alterations of liver
and kidney tissues, which if repeated over a long period of time could harm

individuals who make use of the alcohol-energy drink association.
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HIGHLIGHTS

e Este € o primeiro estudo que avalia o efeito histopatolégico e bioquimico
da associacao alcool-energético de administracdo aguda em ratos
Wistar

e Bebidas energéticas em conjunto com alcool causam alteracdes nos

tecidos hepatico e renal de ratos Wistar

e Bebidas energéticas associadas com alcool em tratamento agudo néao

alteram parametros bioquimicos renais e hepaticos.



1. Introducéo

Bebidas energéticas lancadas na Asia e na Europa nos anos 60 (Pennay
e Lubman, 2012) ganharam grande popularidade quando a marca Red Bull® foi
introduzida na Austria em 1987, e tornou-se conhecida mundialmente quando foi
lancada nos EUA em 1997 (Reissig et al., 2009).

Dados epidemioldgicos apontam a existéncia de mais de 500 marcas de
bebidas energéticas ao redor do mundo (Bigard, 2009). O mercado de venda de
bebidas energéticas aponta o crescimento de 16% nos EUA em 2011 totalizando
aproximadamente 9 bilhbes de ddélares (Sepkowitz, 2013), e em 2012

ultrapassou 12 bilhdes (Sorkin et al., 2014).

Os principais constituintes das bebidas energéticas séo: cafeina, taurina,
guarana, glicose, adocante, sédio e vitaminas do complexo B. Também se
observa na composic¢ao de algumas marcas de bebidas energéticas a presenca
de: L-carnitina, ginseng, glucuronolactona, Ginkobiloba, entre outros (Higgins e
Ortiz, 2014; Reissig et al., 2009).

O principal objetivo do uso das bebidas energéticas € aumentar a energia
e 0 estado de alerta, sendo o principal foco de mercado consumidor os
adolescentes (Miller, 2008; O’Brien et al., 2008) e jovens do sexo masculino, pelo

seu efeito estimulante e possivel aumento de performance (Reissig, 2009).

Na literatura ha relatos que em torno de 46% do uso recreacional de
bebidas energéticas tem sido em associacdo com bebidas alcodlicas (Gunja e
Brown, 2012). A associacdo de alcool e bebidas energéticas acarreta no
aumento do consumo alcoodlico, com maior probabilidade dos usuarios sofrerem
mais prejuizos do que consumidores somente de bebidas alcodlicas (McKetina
etal., 2015). Os riscos associados ao consumo concomitante de alcool e bebidas
energéticas englobam violéncia, suicidio, acidentes de carro e quedas (Roemer
e Stockwell, 2016). Acredita-se que este fenbmeno esta relacionado com o maior
consumo de alcool, pois a bebida energética mascara o efeito sedativo e
intoxicante do mesmo (Ferreira et al., 2006; Howland et al., 2011; Marczinski et
al., 2016).



O principal componente psicoativo das bebidas energéticas € a cafeina,
um alcaloide (1,3,7-trimetilxantina) encontrado em diversas plantas que atua
como um estimulante do sistema nervoso central e do sistema cardiovascular.
Em baixas doses atua como antagonista competitivo de receptores de adenosina
e em doses elevadas como inibidor de fosfodiesterases (Dalvi, 1986). Porém,
guando é consumida em altas concentragfes pode gerar intoxicacao (Wolk et
al., 2012; Seifert et al., 2011).

A bebida energética Red Bull® contém cerca de 32 mg de cafeina a cada
100 mL, estando presente no mercado a apresentacao de 250 mL (80mg) e 355
mL (1136 mg), em contraste com refrigerantes do tipo “Cola” que contém
aproximadamente 40mg por lata (Gunja e Brown, 2012). O café presente em
uma xicara pode conter entre 50 e 300 mg de cafeina, dependendo do tipo de

torra e modo de preparo (Ludwig et al., 2014).

Outro componente encontrado na constituicdo das bebidas energéticas €
a taurina, um “B-amino acido sulfénico” presente em grande parte das bebidas
energéticas, e também abundancia no nosso organismo (Jacobsen e Smith,
1968) podendo ser obtido pela dieta ou sintetizado a partir da cisteina no figado
(Lambert et al., 2015; Vitvitsky et al., 2011). Diversas funcbes da taurina no
organismo ja foram descritas, dentre as quais, neuroprotecao (Chen et al., 2001),
neuromodulacdo (Kuiyama, 1980), neurotransmissdao (Okamoto, 1983),
osmorregulacédo (Schaffer et al., 2000; Solis et al., 1988), regulacao de calcio (El
Idrissi, 2008) e antioxidante (Messina e Dawson, 2000). Atua como um
neurotransmissor inibitério nos receptores GABA e de glicina, tendo efeito

ansiolitico em ratos (Chen et al., 2004; Kong et al., 2006; Murakami et al., 2010).

O efeito estimulatério da cafeina é atenuado quando associado com
taurina, aumentando o efeito de fadiga (Childs et al., 2014), porém h& indicios
gue a taurina aumente o estado euférico causado pelo alcool (Ginsburg et al.,
2008).

A toxicidade do alcool esta relacionada com o aumento da producédo de
radicais livres e desenvolvimento de um estado de stress oxidativo, devido a
oxidacdo do &lcool (Reinke et al., 1997). A peroxidacéo lipidica no plasma,

figado, rim, coracdo e a pressdo sanguinea foram aumentados pelo consumo de



alcool, porém, quando o consumo era associado com taurina os niveis de
peroxidacgéo lipidica diminuiram, o que esta relacionado com a normalizagdo do

sistema antioxidante (Pushpakiran et al., 2004).

Ha relatos na literatura de dano hepéatico com achado histoldgico e
bioquimico em tratamento crénico com bebidas energéticas (Khayyat et al.,
2012). Bebidas energéticas e a sua associacdo com alcool causam alteracdo na
funcdo renal e hepatica em tratamento crénico (Ugwuja et al., 2014).

Estudo néo publicado de Costa Valle (2016) avaliou a neurotoxicidade
subcroénica oral de bebida energética em ratos, bem como seus respectivos
constituintes: cafeina e taurina, isoladas e em associacdo. Os resultados
demonstraram que o0s grupos tratados com cafeina (3,2mg/kg) e taurina
(40mg/kg) (doses equivalentes ao consumo de 3 latas), tiveram melhor
desempenho nos testes de memoaria. Entretanto, os biomarcadores de estresse
oxidativo (atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a producéo de espécies reativas
através da medida de diclorofluoresceina (DCFH) e conteudo total de tidis)
avaliados no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado dos ratos tratados com a
associacao de cafeina e taurina, demonstraram diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes e aumento da producao de espécies reativas de oxigénio.
Neste estudo, em todos os testes foi evidente que a associacdo de cafeina e
taurina, em concentracdes semelhantes a maior dose de bebidas energéticas,

diferiu dos efeitos da administracéo apenas da bebida energética

Tendo em vista o elevado consumo de bebidas energéticas associada
com alcool por jovens e que os danos causados por essa associacao ainda sédo
pouco conhecidos, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos hepaticos e
renais da associacdo de alcool com bebidas energéticas contendo cafeina e

taurina em ratos Wistar.



2. Materiais e Métodos

2.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos Wistar, machos, adultos (60 dias), provenientes
do Centro de Reproducdo e Experimentacdo de Animal de Laboratério da
UFRGS (CREAL-UFRGS) e mantidos no biotério do Departamento de
Farmacologia do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS) — UFRGS. Os
animais foram mantidos em caixas de polipropileno (41 x 34 x 16 cm) (4 ratos
por caixa) com livre acesso a agua e alimento em ciclos de claro/escuro de 12h
(7 — 19h), em ambiente com temperatura controlada (22 + 2°C) e umidade
monitorada, sendo adaptados previamente ao estudo por 10 dias. O protocolo,
aprovado pelo CEUA/UFRGS 26689/2014, foi baseado no teste de toxicidade
aguda (OECD 420), utilizando 5 machos por grupo.

2.2 Drogas e Bebida Energética

A bebida energética (Red Bull® Fuschl, Austria), etanol P.A. (Dinamica,
Brasil) e os padrdes cafeina (Sigma Aldrich, Brasil) e taurina (Sigma Aldrich,
Brasil) foram solubilizados em agua destilada. Em todos os experimentos a agua

destilada foi usada como controle.

A dose de bebida energética e dos padrdes cafeina (3,2 mg/kg) e taurina
(40 mg/kg) foi definida através de calculo relativo as doses ingeridas usualmente
por consumidores (FERREIRA et al., 2004). Estabelecendo uma similaridade
com as bebidas energéticas, o padrdo cafeina e taurina contida em uma lata de
250 mL de bebida energética consumida por um individuo adulto pesando 70 kg,
€ de taurina (1000 mg/250 mL) e cafeina (80 mg/250 mL), sendo administradas
volume equivalente a 3 latas (10 mL/kg) (FERREIRA et al., 2013).

O Etanol P.A. foi diluido em &gua destilada. A solucdo de &lcool
administrada por gavagem em dose equivalente a 2 g/kg de alcool 20% (controle
alcool) e esta associada a: 10 mL/kg de bebidas energéticas, cafeina 3,2 mg/kg,
taurina 40 mg/kg, cafeina 3,2 mg/kg mais taurina 40 mg/kg associadas (Ferreira
et al., 2004).



2.3 Tratamentos

Os ratos foram divididos em 8 grupos e 0s seguintes tratamentos
administrados por gavagem oral: 4gua destilada (10 mL/kg), bebida energética
(10 mL/kg), alcool 20% (29 /kg), bebida energética (10 mL/kg) associado com
alcool 20% (2g /kg), cafeina (3,2mg/kg), taurina (40mg/kg), cafeina (3,2mg /kg)
associada com taurina (40mg /kg), e grupo associacdo de cafeina (3,2mg /kg),
taurina (40mg /kg) e alcool 20% (29 /kg).

2.4 Coleta de Material

Vinte e quatro horas apdés a administracdo dos tratamentos, 0os animais
foram anestesiados por via intraperitoneal com a associagcao de tiopental (100
mg/kg) e lidocaina (10 mg/kg), eutanasiados e necropsiados. O sangue foi
coletado através da veia cava caudal, transferido para tubos sem anticoagulante
e processados para analise bioquimica. Figado e rins foram removidos, limpos
de tecidos adjacentes, pesados e comparados a massa corporal, sendo
determinada a massa relativa dos orgaos. Posteriormente, estes foram fixados

em formol tamponado 10% para a analise histopatolégica.
2.5 Andlise Bioquimica

Foram adicionados 10 mL de sangue em um tubo de coleta com gel
separador e centrifugado por 20 minutos em 3000 rpm para obtencéo do soro.
Foi realizada a andalise de transaminases hepaticas (TGO e TGP),
gamaglutamiltranspeptidase (GGT), uréia, creatinina, fosfatase alcalina (FAL) e
lactato desidrogenase (LDH) utilizando kits comerciais da Bioclin conforme

indicacdes da bula no equipamento Mindray BS-120
2.6 Andlise Histopatoldgica

Os o6rgéos, previamente acondicionados em recipientes contendo 2/3 do
volume dos 6rgéaos de uma solucdo de formaldeido tamponado 10% por 7 dias
para fixacdo. Os 6rgaos foram cortados e incluidos em blocos de parafina, que
entdo foram seccionados em um micrétomo com cortes de 4 micras de
espessura para o figado e 3 micras para o rim. Os cortes foram distendidos em

banho Maria de agua destilada a 51°C e entdo montados sobre laminas. Foi



utilizada a coloragdo hematoxilina/eosina e a leitura foi realizada em microscépio

optico a 400x para avaliag&o histologica.
2.7 Andlise Estatistica

Os dados paramétricos foram apresentados em média e erro padrao da
média e os ndo paramétricos em forma de percentual. Variaveis paramétricas
que apresentaram distribuicdo normal, como o ganho de massa corporal, a
massa relativa dos érgaos e os parametros bioguimicos, foram analisados por
ANOVA de uma via e os dados ndo paramétricos relativos as lesbes
histopatolégicas foram analisados pelo teste Qui-quadrado, utilizando o SPSS

versao 23.



3. Resultados

Vinte e quatro horas apos a administracdo de bebida energética (10
mL/kg) e alcool (2 g/kg), isolados e em associacdo com cafeina (3,2 mg/kg) e
taurina (40 mg/kg) nao houve diferenca significativa na massa corporal relativa
a inicial (p>0,05; ANOVA de uma via), bem como na massa relativa do figado
(p=0,309), rim direito (p=0,711) e rim esquerdo (p=0,085) (Tabela 1). Também
nao houve diferenca significativa (p>0,05; ANOVA de uma via) na dosagem dos
parametros  bioquimicos, transaminase glutdmico-oxalacética (TGO),
transaminase glutdmico-pirtvica (TGP), gamaglutamiltranspeptidase (GGT),
uréia, creatinina, fosfatase alcalina (FAL), e lactato desidrogenase (LDH) (tabela
2). Entretanto, apos a avaliacado dos parametros histolégicos no figado observou-
se diferenca significativa (p<0,05; Qui-quadrado) na degeneracdo hidropica
(p=0,007), degeneracéo hialina (p=0,0001); congestao (p=0,0001) e hemorragia
(p=0,0001). Nao foi observado desestruturacdo, vacuolizacéo, infiltrado e
necrose (Tabela 3 e Quadro 1) e no rim houve diferenca significativa (p>0,05;
Qui-quadrado) na degeneracao hialina (p=0,001) e hemorragia (p=0,007). N&o
houve diferenca estatistica na degeneracédo hidropica (p=0,09), congestao
(p=0,355) e vacuolizacdo (p=0,101). Nao foi observado desestruturacéao,
infiltrado e necrose (Tabela 4 e Quadro 2). Dentre as diferencas apresentadas
pode-se dizer que tanto a degeneracao hidropica, quanto a degeneracéao hialina
e a congestdo foram mais evidentes nos grupos referentes aos constituintes
isolados, bem como no alcool e na associacédo alcool e bebida energética, sendo
gue areas hemorragicas foram evidenciadas somente nos grupos dos
constituintes isolados e associados, mas estas ndo foram manifestadas na

bebida energética isolada, nem nos grupos tratados com alcool.



TABELA 1: Efeito do tratamento agudo de bebida energética e alcool, isolados e
em associacdo sobre a massa relativa hepatica e renal. Os dados estdo
representados em média + desvio padrao.

Orgaos avaliados

Grupos . .
Peso Figado Rim D Rim E

Controle
2omLik) 102,93+2,35 4,38+0,16 0,44 + 0,06 0,41 + 0,03
Alcool 103,63+1,42 4,59%0,71 0,44 + 0,05 0,43 + 0,02
(29/kg)
Bebida energética 103,22 £250 4,37 +0,44 0,42 + 0,06 0,41 + 0,03
(10mL/kg) '
Alcool + Bebida energética
(20/kg + 10mL/kg) 10377 +319  4,11+0,19 0,41 + 0,05 0,39 + 0,02
Cafeina 104.80+2,60  4,31+0,29 0,45 + 0,06 0,43 + 0,03
(3,2 mg/kg),
Taurina 10551306 4,13+0,28 0,44 + 0,05 0,42 + 0,03
(40 mg/kg)
Cafeina + Taurina + +
(3.2 Mo/ky + 40 m/kg) 10528+1,73 4,26+ 0,30 0,46 + 0,04 0,41 + 0,01
Alcool + Cafeina +Taurina
(2g/kg + 3,2 mg/kg + 40 mg/kg) 108,10 + 12,53 4,02 + 0,24 0,41 + 0,05 0,38 + 0,03

p<0,05 (ANOVA de uma via)



TABELA 2: Efeito do tratamento agudo de bebida energética e alcool, isolados e
em associagdo sobre parametros de funcéo hepética e renal. Os dados estao
representados em média + desvio padrao.

Parametros bioguimicos avaliados

Grupos
GGT Uréia Creatinina

TGO (UL) TGP (UL) o) FAL (U/L) LDH (U/L) (maidD) /L)
Controle 91,663 456+27 66+13 207,0+192 1890 +48,6 49,0+34  0,36+0,02
(10mL/kg) 00, o2 bl 019, 048, 03, 36£0,
Alcool
20 98,7+25 568+50 62+18 2458+302  127,0+21,1 50,6+6,7 0,46+ 0,06
Bebida energética 86,6+35 478+51 50+18 1956+14,1 1658+ 60,2 51,0£56 0,40+ 0,03
(10mL/kg)
Alcool + Bebida
energética 84,8+ 3,6 472+ 2,6 68+15 191,2+ 17,6 110,6 + 16,5 44,2 + 3,3 0,38+ 0,02
(2g/kg + 10mL/kg)
Cafeina

89,2+4,9 402+3,4 157+59 1726+13,6 2605+ 61,2 484+31  040+0,03
(3,2 mglkg),
Taurina

83,0+23 47,4+28 7007 2030+206  162,8+219 46,0+0,4  0,32+0,03
(40 mg/kg)
Cafeina + Taurina
(3,2 mglkg + 40 102,4+9,6 540+51 88+36 2092+104  222,6 +49,6 450+32  0,38+0,07
mg/kg)
Alcool + Cafeina
+Taurina
(2g/kg + 3,2 mglkg +  82,2+26 460+3,8 112+33 1864+09,6 148,8 + 34,5 47,0+34  0,36+0,02

40 mg/kg)

p< 0,05 (ANOVA de uma via)



TABELA 3: Efeito do tratamento agudo de bebida energética e alcool, isolados e
em associacdo sobre parametros histolégicos hepaticos. Os dados estdo
representados em percentual de ratos que apresentam a alteragao.

Percentual de ratos que apresentam alteracdes (%)

Vacuolizagéo,

Grupos

Degeneracao

Degeneracao

hidrépica hialina Congestao Hemorragia
* **

Controle

2 a a a a
(10mL/kg) 0 0 0 0
Alcool

404 100° 100° o2
(29/kg)
Bebida energética a a a a
(10mL/kg) 0 0 0 0
Alcool + Bebida energética

1 b b 1 b a
(2g/kg + 10mL/Kkg) 00 60 00 0
Cafeina b

100 P 100° 100 b
(3.2 mglkg), 80 00 00 00
Taurina b
100 P 100 P 100 b

(40 mg/kg) 80 00 00 00
Cafeina + Taurina

100° 100 P 100 P 100 b
(3,2 mg/kg + 40 mg/kg) 00 00 00 00
Alcool + Cafeina +Taurina
(2g/kg + 3,2 mg/kg + 40 mg/kg) 80° 80° 100° 100 ®

*p<0,05 e **p<0,001 (Qui-quadrado)



TABELA 4: Efeito do tratamento agudo de bebida energética e alcool isolados e
em associacdo sobre parametros histologicos renais. Os dados estdo

representados em percentual de ratos que apresentam a alteragao.

Percentual de ratos que apresentam altera¢des (%)

Grupos 3 5 ]
P Degen,er_agao Dege_n(_eragao Congestdo  Hemorragia  Vacuolizagédo Infiltrado e
hidropica hialina o Necrose
*
Controle 60 oa 60 402 60 0
(10mL/kg)
Alcool 100 40 60 100 ® 100 0
(29/kg)
Bebida Energética 100 100 ° 100 100 ® 100 0
(,10mL/kg)
Alcool + Bebida 100 100 ® 100 100 ® 100
Energética 0
(2g/kg + 10mL/Kkg)
Cafeina 60 02 60 80° 100 0
(3,2 mg/kg),
Taurina 100 402 60 202 100 0
(40 mg/kg)
Cafeina + Taurina 100 80° 60 80° 100 0
(3,2 mg/kg + 40 mg/kg)
Alcool + Cafeina
+Taurina b b
(2g/kg + 3.2 mg/kg + 40 100 100 100 100 100 0

mg/kg)

**p<0,05 *p<0,001 (Qui-quadrado)



4. Discussao

A exposi¢cdo aguda a bebida energética e seus constituintes, isolados e
em associacdo ao alcool, ndo interferiu de forma significativa na avaliacao
macroscopica dos érgdos a necropsia, ha massa relativa dos érgaos (figado e
rins) e nos parametros bioquimicos de funcéo renal e hepética avaliados (TGO,
TGP, GGT, Uréia, Creatinina, FAL e LDH). Entretanto, foram observadas
alteracbes microscopicas (degeneracdo hidropica, degeneracdo hialina,
congestao, hemorragia) no figado e rins.

Em contraste aos dados de nosso estudo Akande e Banjoko (2011)
observou niveis elevados de TGO, TGP E FAL em ratas fémeas apos tratamento
com bebidas energéticas (10 mL/kg e 20 mL/kg) por 21 dias, porém néo foi
relatado aumento no nivel de creatinina, tais dados corroboram o estudo de
Khayyat, L. et al (2012), no qual a administracao de bebida energética (15 mL/kg)
por um periodo de 14 a 28 dias eleva os niveis de TGO, TGP e FAL. Ugwuja e
colaboradores (2013 e 2014) avaliou parametros bioquimicos em ratos albinos
em dois estudos diferentes, o primeiro em ratos diabéticos e o segundo em ratos
saudaveis, no primeiro o tratamento com bebida energética (3,75 mL/kg) e no
segundo bebida energética (3,75 mL/kg e 7,5 mL/kg), ambos utilizando
tratamento com alcool (1 g/kg) por 30 dias. No qual os resultados encontrados
foram o aumento nos parametros de TGO e TGP em ambos estudos, porém no
estudo conduzido em ratos diabéticos a TGO ficou elevada e a creatinina néo
teve alteracdo, ja no grupo de ratos saudaveis a creatinina também ficou
elevada. Igualmente aos dados citados acima, Crisan (2013) também relatou
aumento significante de TGO, TGP e LDH em soro de ratos que ingeriram bebida

energética ad libitum por 15 dias.

Uma das analises histoldgicas utilizadas para constatar se ha ou ndo dano
tecidual é a degeneracéo hidropica que resulta de um desbalanco eletrolitico e
acumulo de agua no citoplasma (Abdelhalim e Jarra, 2011). No figado, esta
alteracao, foi observada em quase todos os animais dos grupos cafeina, taurina
e alcool + cafeina + taurina, e em todos 0s animais dos grupos associa¢ao de
alcool + bebida energética e cafeina + taurina. Outra analise utilizada é

degeneracdo hialina que detecta o acumulo de material proteico extracelular, em



contraste ao grupo controle e bebida energética, todos os outros grupos sofreram
degeneracdo hialina significante, sendo que o grupo cafeina, taurina e cafeina +
taurina em sua totalidade (Abbas et al., 2010). Dentre outras analises feitas, tais
como; na congestdo, observou-se que todos 0s grupos apresentaram, em
excecao aos grupos controle e bebida energética. JA a hemorragia esteve
presente nos grupos cafeina, taurina, cafeina + taurina, e alcool + cafeina +
taurina. Porém um estudo conduzido por Khayyat e colaboradores (2012),
observou que os ratos que receberam bebidas energéticas (1,5 mL/kg) por 14 e
28 dias apresentaram alteracdes histopatolégicas relevantes como infiltracéo,

vacuolizag&o e necrose, o que néo foi observado nos animais de nosso estudo.

A toxicidade hepatica do alcool estéa relacionada com o seu metabolismo
centrado no figado, no qual o hepatdcito sofre acdo de metabdlitos e espécies
reativas de oxigénio (ROS), causando peroxidacao lipidica e consequente dano
(Louvet e Mathurin, 2015). Neste estudo o alcool apresentou dano histoldgico
(degeneracéo hialina e congestdo) como o esperado, porém o dano foi mais
pronunciado quando o alcool foi administrado em conjunto com a bebida
energética. Corroborando o0 nosso estudo Reis e colaboradores (2017)
administraram bebidas energéticas em ratos Wistar por um periodo de 14 dias,
nas doses de 3,5g/kg e 7g/kg, isoladas e em conjunto com alcool (1g/kg)
demonstrando que bebidas energéticas isoladas causam dano hepético e em

conjunto com alcool causam dano ainda maior.

Em se tratando de uma substancia presente nas Bebidas Energéticas e
de interesse no estudo, a taurina, segundo Kerai e colaboradores (1998) tem
propriedades hepatoprotetoras quando administrada em conjunto com o alcool
(0,05 g/mL), porém os achados histologicos deste estudo foram contrarios. Os
grupos em que o tratamento incluia taurina e alcool (alcool + bebida energética
e alcool + cafeina + taurina) e inclusive o grupo que utilizou taurina de forma
isolada, sem alcool, apresentou degeneracado hidropica, degeneracédo hialina,

congestéo e hemorragia.

Segundo Lv e colaboradores (2010) figado de ratos que receberam
tratamento de alcool junto com cafeina sofreram menos peroxidagéo lipidica,
stress oxidativo (SOD, GSH, DCF, TBARS) e aumento de citocinas pré



inflamatorias (IL -6, IFN-y, TNF-a, IL-1B), diferente de ratos tratados apenas com
alcool, sendo assim, a cafeina € hepatoprotetora contra a inflamacgéo e stress
oxidativo, porém os achados histologicos neste estudo foram contrarios. Os
grupos em que a cafeina estava presente de forma isolada e em conjunto com
taurina e taurina + Alcool apresentaram danos (Degeneracdo Hidropica,
Degeneracao Hialina, Congestado e Hemorragia).

Os resultados acima citados séo diferentes dos evidenciados no presente
estudo, pois sendo um protocolo de toxicidade aguda, utilizando apenas uma
administracdo de tratamentos em um intervalo de 24h, é esperado que danos
histopatolégicos estejam pouco pronunciados. Sugere-se que se 0 protocolo
fosse de doses repetidas (subagudo ou subcronico) as alteracbes poderiam ser
mais evidentes. Além disto, acredita-se que a toxicidade hepatica e dano
oxidativo esteja relacionado com varios ingredientes das bebidas energéticas e
nao a ingredientes isolados (Reis, 2017), o que pode justificar 0s nossos
resultados encontrados, uma vez que a associagcdo dos componentes pode
acarretar em danos ainda maiores dependo do periodo de tempo, sendo que por

periodos mais extensos acredita-se que o dano histolégico fosse maior.

Dentre as alteracdes analisadas no rim, somente a degeneracéao hialina e
a hemorragia apresentaram resultados significantes. A degeneragcao hialina
esteve presente de maneira significativa nos grupos bebida energética e alcool
+ bebida energética, e ndo com o alcool de forma isolada. A cafeina e a taurina
apresentaram degeneracdo hialina de forma significante apenas quando
utilizadas em conjunto e ndo de formas isoladas, e como era esperado, 0 grupo
alcool + cafeina + taurina apresentou degeneracdo hialina significativa. A
hemorragia foi presente nos grupos que foram tratados com bebida energética e
alcool de forma isolada e também em conjunto. A taurina apresentou hemorragia
somente em conjunto com a cafeina e com alcool + cafeina. Infiltrado e necrose
estiveram ausentes em todos os grupos analisados e degeneracdo hidropica,

congestéao e vacuolizacdo ndo apresentaram resultados significantes

Segundo dados nao publicados de nosso grupo de pesquisa, marcadores
de dano renal precoce NAG (N-acetilglicosaminidase), analisado na urina e

TBARS (acido tiobarbitarico), marcador de lipoperoxidacdo tecidual, foram



analisados em rim de ratos que receberam bebida energética (10 mL/kg) e
associacao de cafeina (3,2mg /kg) e taurina (40mg /kg). Também foi observado
aumento nos tidis totais. Porém, segundo Akande e Banjoko (2011) a andlise
histologica de rim de ratas ap06s administracdo de bebidas energéticas em
diferentes doses (10 mL/kg e 20 mL/kg) por 21 dias nao causa danos
relacionados ao tratamento. N&o héa artigos, de nosso conhecimento, avaliando
a histopatologia renal de ratos apds administracdo aguda de &lcool e bebidas
energéticas. Os dados presentes na literatura sobre dano renal estdo

relacionados com patologias, impossibilitando o uso para discussao neste artigo.



5. Conclusao

Considerando o aumento progressivo do consumo de bebidas energéticas
associadas ao alcool, o pouco conhecimento acerca do impacto toxicolégico
deste consumo excessivo e a escassez de dados cientificos sobre os efeitos
desta associacdo no perfil bioquimico e histopatoldgico, este estudo teve por
objetivo avaliar a toxicidade aguda das bebidas energéticas e seus principais
constituintes (cafeina e taurina), isolados e em associacdo com o alcool, em
ratos Wistar. Através deste estudo foi possivel demonstrar que o tratamento
agudo nao alterou o perfil bioquimico, porém as andlises histolégicas sinalizam
gue a associacao de alcool e bebidas energéticas induz pequenas alteracbes
nos tecidos hepatico e renal. Acredita-se que a exposicéo repetida ao longo do
tempo (teste subcrdnico e/ou crénico), possa evidenciar possiveis alteracdes

bioquimicas, bem como acentuar as alteracdes histopatoldgicas.
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