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Resumo

O consumo de bebidas energéticas cresce a cada ano e atinge um
grupo cada vez maior de adolescentes e adultos jovens, porém, o impacto
destas bebidas no desenvolvimento e na saude ainda ndo tem resultados
concretos. Diante do aumento no consumo de bebidas energéticas,
principalmente associadas ao 4alcool, e considerando que 0 impacto
toxicoldgico deste consumo excessivo € desconhecido, este trabalho teve por
objetivo fazer uma avaliagdo da neurotoxicidade induzida por bebida
energeética, e seus principais componentes, cafeina e taurina em ratos Wistar
machos. Os animais (n= 5/grupo) foram tratados em dose Unica para avaliacao
da toxicidade aguda (OECD 420) em dois experimentos. Experimento 1: os
animais foram tratados por via oral com solu¢cdes contendo: agua, bebida
energética nas doses de 5 mL/kg (ED 5), 7,5 mL/kg (ED 7,5) e 10 mL/kg (ED
10), cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40 mg/kg e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg e
taurina 40 mg/kg. Foram observados comportamentos indicativos de atividade
depressora ou estimulante do SNC e manifestagbes autondmicas. Durante 14
dias a variagao de massa corporal e letalidade foram observadas. Ao fim deste
periodo todos os animais foram anestesiados, eutanasiados e necropsiados,
sendo determinada a massa relativa dos 6rgados. Os resultados revelaram
sinais de toxicidade pelo aumento da ambulacdo, taquipnéia e alguns
comportamentos associados a ansiedade, principalmente nas doses
intermediarias do energético (ED 7,5). Experimento 2: Os ratos foram tratados
por via oral com solu¢des contendo: agua, energético (ED 10), alcool 20% (2
g/kg e alcool 20% (2 g/kg) associado a energético (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg,
taurina 40 mg/kg e associacao de cafeina 3,2 mg/kg mais taurina 40 mg/kg. A
avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada conforme descrito anteriormente.
Entretanto, neste protocolo os animais foram anestesiados, eutanasiados,
necropsiados 24h apos os tratamentos. A massa relativa dos 6rgdos foi
determinada. Os resultados mostraram que quando o alcool foi associado ao
energético ou a taurina e cafeina, os sinais de toxicidade observados foram
mais intensos. Dando continuidade a avaliagdo da neurotoxicidade, procedeu-
se a avaliacao da toxicidade subcrdnica dos energéticos e dos padrées(cafeina

e taurina) (OECD 407). Os animais (n= 10/grupo) foram tratados por via oral
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durante 28 dias com ED 5, ED 7,5, ED 10, cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40 mg/kg
e a associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg. Demonstrou-se que
nos testes de memoaria (OX Maze e reconhecimentos de objetos) os grupos
tratados com cafeina e taurina isoladamente ou em associacao tiveram um
melhor desempenho nos parametros avaliados. Estes resultados séao
independentes de altera¢des na atividade locomotora, avaliada através do teste
de Rota Rod e atividade locomotora espontanea. No 29° dia apés o inicio dos
tratamentos os animais foram eutanasiados e medidos os biomarcadores do
estresse oxidativo (atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a producédo de espécies
reativas através da medida de diclorofluoresceina (DCFH) e conteudo de ti6is)
nas estruturas coértex pré-frontal, hipocampo e estriado. Os resultados obtidos
com a associacao de cafeina e taurina foram os mais relevantes demonstrando
que houve diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes com
consequéncias. Em todos os testes foi evidente que a associacéo de cafeina e
taurina, mesmo nas concentracdes presentes na maior dose de energético,
diferiu dos efeitos da administracdo apenas do energético. Considerando que
os efeitos dos energéticos sdo normalmente associados a presenca de cafeina
e taurina, sugere-se que os resultados podem estar relacionados com a
presenca de outros componentes nos energeéticos, que interferem na

modulacao dos efeitos causados apenas pela associacdo de cafeina e taurina.
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Abstract

Consumption of energy drinks is growing every year and reaches a growing
number of teenagers and young adults, however, the impact of these drinks in
the development and health does not have concrete results. Due to the
increase in the consumption of energy drinks, mainly associated with alcohol,
and considering that the toxicological impact of this excessive consumption is
unknown, to aim of this study was to evaluate the neurotoxicity induced by
energy drink, and its main components, caffeine and taurine in male Wistar rats.
The animals (n= 5/group) were treated in a single dose for evaluation of acute
toxicity (OECD 420) in two experiments. Experiment 1: The animals were
treated by oral route with water (control), energy drink in doses of 5 mL/kg (ED
5), 7.5 mL/kg (ED 7,5) and 10 mL/kg (ED 10), caffeine 3.2 mg/kg, taurine 40
mg/kg and the combination of 3.2 mg/kg caffeine and 40 mg/kg taurine. It were
observed indicative behaviors of depressant or stimulant activity of the CNS and
autonomic manifestations. During 14 days the body weight change and
mortality were observed. At the end of this period all animals were anesthetized,
euthanized and necropsied, and determined the relative organ weights. The
results showed signs of toxicity by increased ambulation, tachypnea, and some
behaviors associated with anxiety, especially in intermediate energy dose (ED
7.5). Experiment 2: The rats were orally treated with water (control), energy (ED
10), 20% alcohol (2 g/kg) and ethanol 20% (2 g/kg) associated with the energy
drink (ED 10), caffeine 3.2 mg/kg, taurine 40 mg/kg and the combination of 3.2
mg/kg caffeine and 40 mg/kg taurine. The assessment of acute toxicity was
performed as described above. However, in this protocol, the animals were
anesthetized, euthanized, necropsied 24 after the treatments. The relative
organ weights were determined. The results showed that when ethanol was
associated to the energy drink or taurine and caffeine, the signs of toxicity were
more intense. Continuing evaluation of neurotoxicity was carried out to evaluate
subchronic toxicity of energy drink and components (caffeine and taurine)
(OECD 407). The animals (n= 10/group) were treated orally for 28 days with ED
5, ED 7,5, ED 10, caffeine 3,2 mg/kg , taurine 40 mg/kg, and the combination of
caffeine 3,2 mg/kg + taurine 40 mg/kg. It has been shown that in the memory
tests (OX Maze and recognition of objects), the groups treated with caffeine and
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taurine alone or in combination had a best performance in the evaluated
parameters. These results are independent of changes in locomotor activity as
measured by Rota Rod test and spontaneous locomotor activity. In 29th day
after the start of treatment, the animals were euthanized and oxidative stress
biomarkers such as the activity of antioxidant enzymes superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutathione peroxidase (GPXx), the total thiol content and
the production of reactive species were measured in the prefrontal cortex,
hippocampus and striatum. The results obtained with the combination of
caffeine and taurine were the most relevant, demonstrating that there was
decreased activity of antioxidant enzymes. In all tests it was evident that
caffeine and taurine mixture, even at the same concentration present in the
largest amount of energy drink, differed from the effects of the administration of
energy drink only. Whereas the effects of energy are usually associated with the
presence of caffeine and taurine, it is suggested that these results may be
related to the presence of other components in energy drink, which interfere
with the modulation of the effects caused by the combination of caffeine and

taurine only.
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1. Introducao

As bebidas conhecidas como energéticos foram langcadas nos anos 60
na Europa e na Asia, porém tiveram o reconhecimento mundial ao atingir o
mercado americano em 1997 com a marca Red Bull®. Tais bebidas sao
desenvolvidas a base de cafeina e tem como intuito proporcionar um impulso
de energia e aumentar o estado de alerta. No ano de 2006 mais de 500 marcas
de energéticos eram comercializadas mundialmente (PENNAY et al, 2012). A
indUstria dos energéticos cresceu ao redor de 400% entre os anos 2003 e 2007
(HOWARD et al, 2010), com uma venda de 6,7 bilhdes de dblares no ano de
2010. O consumo dessas bebidas € maior entre adolescentes e adultos jovens
(MCLELLAN et al, 2012; RATH et al, 2012), representando cerca de 50% do
mercado (MCLELLAN et al, 2012). Desde que a popularizacdo dos energéticos
aumentou, os residentes dos EUA (Estados Unidos da Ameérica) consumiram o
estimado de 2,3 bilhbes de energéticos em 2005 e 6 bilhdes em 2010.
Aproximadamente 6% dos homens jovens nos EUA relatam o consumo diério
de energéticos. Em uma pesquisa, as tropas americanas no exterior 45%
reportam uso diario. As vendas dos energéticos nos Estados Unidos
aumentaram 16% em um Unico ano para quase 9 bilhées de délares em 2011

(SEPKOWITZ, 2013).

A industria multibilionaria do mercado dos energéticos usa estratégias
agressivas e inovadoras de marketing para atingir adolescentes e jovens
(HOWLAND et al, 2013). Para tal os produtores dos energéticos os promovem
em eventos de esportes e festivais de mdusica, locais frequentados pelos

principais consumidores (WOLK et al, 2012). Estudos demonstraram que 31%
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de adolescentes entre 12 e 17 anos e 34% dos jovens entre 18 a 24 anos

relataram o consumo de energéticos regularmente (SEIFERT et al, 2011).

Em 2011, a Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos
(EFSA) encomendou um estudo para recolher dados sobre o consumo de
bebidas energéticas em 16 paises da Unido Europeia. Eles observaram que
68% dos adolescentes (com idades entre 10 e 18 anos de idade), 30% dos
adultos, e 18% das criancas (< 10 anos) consumiram bebidas energéticas
(BREDA et al, 2014). Os energéticos tém sido implicados como potencial
perigo a populacdo de criangcas e adolescentes. Em funcdo do menor peso
destes individuos, estes estdo mais suscetiveis a uma grande exposi¢cdo dos

ingredientes ativos huma base por quilograma (SHEARER et al, 2014).

Os principais constituintes dos energéticos sao: cafeina, taurina,
guarana, acucar, sodio e vitamina B6 (ISHAK et al, 2012). Também se observa
na composicdo de algumas marcas de energéticos a presenca de

glucuronolactona, ginseng, Ginkobiloba entre outros (HIGGINS et al, 2010).

1.1 Efeitos Adversos das bebidas energéticas

Alguns sintomas s&o implicados com o0 uso excessivo de bebidas
energéticas como manifestacdes cardiacas; arritmias ventriculares e arteriais
(GOLDFARB et al, 2014). Evidéncias sobre os potenciais riscos do alto
consumo de energéticos emergem demonstrando que a cafeina presente nos
energéticos é eficaz agudamente aumentando, a pressdo sanguinea sistélica e

diastolica, frequéncia cardiaca e débito cardiaco (GOMAR et al, 2015).
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1.2 Cafeina

A cafeina é o componente psicoativo principal dos energéticos
normalmente esté presente em altas concentracdes, resultando muitas vezes
em ingestdo excessiva, podendo causar toxicidade (WOLK et al, 2012;
SEIFERT et al, 2011). Apesar de a cafeina estar associada a melhora de
capacidades cognitivas como concentracdo e memdria, ainda ndo se conhece
o efeito de todos os componentes das formulacées de forma isolada ou em
combinacao, além de poucos estudos com doses elevadas destes compostos,
gue sao cada vez mais comumente ingeridos em altas doses (ISHAK et al,

2012).

A cafeina, contida em bebidas como o0s energéticos e drogas, € a
substancia mais utilizadas com o propésito de aumentar efeitos cognitivos,
sendo que 53,2% afirmam ter usado o café em busca de aumento nos efeitos
cognitivos a0 menos uma vez em sua vida, 8,5% durante o ultimo ano e 6,3%
durante o ultimo més. As taxas de prevaléncia dos energéticos ao longo da
vida sdo de 39%, 10,7% no ultimo ano e 6,3% no ultimo més (FRANKE et al,

2014).

A cafeina (1,3,7-trimetilxantina) € o componente psicoativo primario
encontrado nos energéticos. E absorvida rapidamente e completamente pela
via oral, tendo meia vida de aproximadamente 4,5 h (WOLK et al, 2012;GLADE
et al, 2010). Exerce efeitos psicoestimulantes em humanos e em ratos (BOECK
et al, 2009). Pode-se destacar aumento no estado de alerta e reducéo de
cansaco. Também pode estar relacionada ao aumento de ansiedade, pois

individuos que consomem cafeina em grandes quantidades podem tornar-se
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ansiosos. (SMITH, 2002). Uma sobre dose de cafeina pode causar palpitacées,
hipertensdo, estimulacdo do sistema nervosos central, nausea, vomito,
hipocalcemia, acidose metabdlica, convulsdes e, em casos raros até a morte.
Em adultos, também a sobre dose de cafeina aumento do risco de hipertenséo
arterial e diabetes do tipo 2, uma vez que o consumo elevado de cafeina reduz
a sensibilidade a insulina. O consumo de altas doses de cafeina em gestantes
aumenta o risco de abortos tardios, baixo peso para idade gestacional e ainda
nascimentos prematuros (BREDA et al, 2014). Os sintomas de intoxicacao pela
cafeina podem se parecer com os de ansiedade e transtornos de humor.
Individuos que consomem energéticos podem aumentar o risco de intoxicagao

e sobre dosagem de cafeina (REISSIG et al, 2009).

Estudos farmacoldgicos indicam que os efeitos da cafeina no sistema
nervoso central sdo mediados particularmente pela acdo antagonista dos
subtipos de receptores A1 e A2 de adenosina (LORIST et al, 2003). Tem
também sido demonstrado que a cafeina induz a liberagdo de dopamina no
estriado e no cortex pré-frontal. A funcéo da dopamina no estriado é importante
tanto para estimular quanto ativar o mecanismo de recompensa de varias
drogas, incluindo os efeitos hedbnicos do alcool. A cafeina, induzindo a
liberacdo de dopamina nesta regido tem sido relacionada com o aumento do
desejo por outras drogas psicoativas. O mesmo mecanismo pode mediar o
aumento do desejo de beber alcool que € visto com o consumo junto aos

energéticos (McKETIN, et al 2015).

A cafeina bloqueando os receptores de adenosina causa um aumento
da liberagédo de dopamina, noradrenalina, glutamato. A cafeina também reduz o

fluxo sanguineo cerebral e reduz o fluxo sanguineo do miocardio. Os
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receptores Al podem ser encontrados em quase todas as areas cerebrais,
sendo que a maior concentragdo esta no cortex cerebral e cerebelar, no
hipocampo, e no nucleo talamico. Pequena concentragdo esta no estriado, no
caudado e no putamen. O bloqueio dos receptores A2 no ganglio basal, no
estriado e no globo palido parece ser fundamental para os efeitos
estimulatorios da cafeina. Esses efeitos sdo dependentes de uma transmissao

dopaminérgica intacta (CAPPELLETTI et al, 2015).

Existem evidéncias de que ha uma relacdo entre receptores de
adenosina e receptores de dopamina: uma neurotransmissdo intacta
dopaminérgica € necessaria para os efeitos estimulatérios da cafeina. A
interacdo entre cafeina e a transmissdo dopaminérgica € baseada
principalmente no aumento da transmissdo pos-singptica por meio de
receptores de dopamina do tipo D2 (LORIST et al, 2003, BOECK et al, 2009).
Quando a cafeina é ingerida em grandes quantidades ocorrem alguns sintomas
de intoxicacdo como: ansiedade, inquietacdo, insbnia, desconfortos
gastrointestinais, tremores, taquicardia, agitacdo psicomotora e, em casos mais

raros, podendo chegar a morte (REISSIG et al, 2009).

Os efeitos da cafeina contida nos energéticos no desempenho mental e
cognitiva sao indiscutiveis. Muitos estudos demonstraram que 0S energéticos
aumentam a vigilancia subjetiva e o desempenho em tarefas de atencédo e

memoria, bem como em funcdes executivas (CHILDS et al, 2014).

1.3 Taurina

O outro componente amplamente encontrado nos energéticos € a

taurina, que tem numerosas func¢des bioldgicas e fisiologicas (HIGGINS et al,

20



2010). Atua também no sistema nervoso central (SNC), porém o impacto do
uso de altas concentrag6es de taurina ainda ndo é bem conhecido (RATH et al,

2012, SEIFERT et al, 2011).

Taurina (2-aminoetil acido sulfénico) € um B-amino &cido sulfonado
derivado da dieta ou sintetizado da cisteina, principalmente no figado. E o mais
abundante aminoacido encontrado, primariamente na retina e tecidos dos
musculos cardiacos e esqueléticos, sendo também encontrada no coragéo e no
figado, assim como no sistema nervoso central derivado do metabolismo da
metionina e cisteina. A taurina é associada com uma variedade de funcdes
fisiologicas incluindo neuromodulacdo, neuroprotecdo, osmoregulacao,
estabilidade da membrana celular, e modulacdo dos niveis intracelulares de
calcio in vitro e in vivo (DALL’AGNOL et al, 2009; HECKMAN et al, 2010;

GILES et al, 2012).

A taurina é um componente comum encontrado em diversos
energéticos. Melhora o humor em voluntarios saudaveis, porém também induz
mania em individuos suscetiveis. No contexto de doenc¢as neuropsiquiatricas,
niveis alterados de taurina tém sido demonstrados em varias condicfes,
incluindo esquizofrenia (FEKKERS et al,994), epilepsia (GOODMAN et al,
1989), e depresséao (LIMA et al, 2003), porém os estudos neste contexto ainda

séo limitados (WHIRLEY et al, 2008).

Alguns dos efeitos da taurina sé@o atribuidos a um papel na funcéo de
memoria através da modulagao de receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA).
Porém nenhum estudo em humanos estabeleceu uma relagcdo concreta entre

taurina e melhora da memoaria. Estudos em ratos demonstraram que a taurina
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melhora a fungdo de memodria (BICHLER et al, 2006). Também vem sendo
estudado o efeito da taurina na excitabilidade neural através da alteracdo do
sistema inibitério GABAérgico, incluindo elevagdo na expressdo do acido
glutdmico descarboxilase (GAD), aumento dos niveis de GABA, e baixa

regulacdo do receptor GABA A (CALABRO et al, 2012).

A suplementacdo com taurina estd provando ter alguns beneficios
terapéuticos em casos clinicos especificos, incluindo pacientes com disfuncao
hepética, diabetes e doencas cardiovasculares (XU et al, 2008). A taurina
atenua os efeitos estimulatdrios da cafeina, e a combinagdo da cafeina com a
taurina aumenta o estado de fadiga (CHILDS et al, 2014). Um possivel
mecanismo de neuroprotecdo pela taurina situa-se nos efeitos modulatérios do
calcio. A taurina modula tanto homeostase do célcio citoplasmatica quanto
intramitocondrial. Além do mais a taurina serve como um agonista dos
receptores GABA A. A deterioracdo na funcdo gabaérgica causada pela idade
e seu resultado no declinio cognitivo no aprendizado e meméria, melhora com

a suplementacéo de taurina exégena (EL IDRISSI et al, 2013).
1.4 Energéticos em associagao a bebidas alcodlicas

O consumo de energéticos associados com bebidas alcodlicas, como
vodka surgiu a partir do ano de 2000 (PENNAY et al, 2012). O consumo
recorrente de &lcool e energéticos podem causar efeitos indesejaveis. Acredita-
se que o efeito estimulante da cafeina pode antagonizar os efeitos sedativos do
alcool, possivelmente levando a um aumento do consumo de alcool e

consequentemente aumentando os efeitos toxicos do alcool (HANN et al, 2012,
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HOWLAND et al, 2010, FERREIRA et al, 2004) incluindo o aumento do risco de

acidentes e violéncia (BERGER et al, 2013).

Em 2010 a FDA (Food and Drug Administration) determinou que a
associacdo de cafeina e &lcool ndo é segura (MARCZINSKI, et al 2015). Os
individuos que ingerem energéticos acreditam que sdo mais capazes de
executar comportamentos que exijam controle motor fino apesar de estarem
debilitados pelo alcool, mascarando os sintomas subjetivos da intoxicacdo
alcodlica (CURRY et al, 2009; SNIPES et al, 2013). Pesquisas revelam ainda
que a percepcao de cefaleia, xerostomia e prejuizo da coordenagcdo motora
diminui quando os energéticos sdo consumidos em associacdo com o alcool
em comparacao quando o alcool é consumido isoladamente (VERSTER et al,

2012).

Estudantes que consomem energéticos tendem a consumir maior
quantidade de alcool e com maior frequéncia, quando comparados com
agueles individuos que ndo consomem. Também h& evidéncias que o consumo
de energéticos aumenta quando associado ao alcool (BRACHE et al, 2011,
PEACOCK et al, 2013). Apesar dos relatos dos beneficios causados pelo
consumo de energéticos (aumento da vigilia e da energia), algumas
desvantagens também sdo mencionadas (disturbio do sono, piora dos sintomas

de ressaca e aumento da frequéncia cardiaca) (PENNAY et al, 2012).

Usuarios de energéticos associados ao alcool estdo mais propensos ao
uso de cocaina, ecstasy, maconha e medicamentos sem prescricdo (BRACHE
et al, 2011; SNIPES et al, 2013). Alguns transtornos psiquiatricos também tém

sido associados (ansiedade, psicoses e hiperatividade) (WOLK et al, 2012). A

23



associacdo de alcool com energéticos (ou alcool e cafeina) resulta no aumento
da estimulacdo (em humanos e animais), decréscimo da percep¢do de
intoxicacdo (em humanos) e no aumento do desejo de maior intoxicagao
alcodlica (em humanos e animais) quando comparado ao &lcool sozinho

(MARCZINSKI, et al 2014).

A sedacdo observada apds a ingestdo alcodlica ocorre em razdo do
aumento da atividade extracelular do neurotransmissor adenosina. A cafeina
por sua vez bloqueia os receptores de adenosina, ou seja, quando héa ingestédo
da associacdo os sintomas de sedacado alcodlica séo inibidos através da acéo
da cafeina. E também através da inibicdo dos receptores de adenosina pela
cafeina, aumenta a atividade do neurotransmissor dopamina (MARCZINSKI, et

al 2015).

1.5 Estudos em animais

Em um estudo realizado com camundongos observou-se que a cafeina
diminui os efeitos sedativos do alcool particularmente a locomocgéo e a ataxia.
A pré-exposicdo da associacdo alcool e cafeina atenua os efeitos agudos
toxicos em alta dose do alcool, porém a cafeina ndo influencia os efeitos
condicionados do alcool. Agudamente a cafeina tende a antagonizar os efeitos
locomotores depressores, com uma exposi¢cao repetida da associagao leva a
um aumento em atividade motora comparada a cada droga administrada
separadamente (MAY et al, 2015). Assim como em outro estudo realizado em
camundongos, observou-se que o consumo de alcool e cafeina ndo produziu

nenhuma evidéncia de sedacdo causada pelo alcool em igual dosagem ao
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alcool separadamente, e produziu um estado altamente estimulado, portanto a

cafeina antagonizou a ataxia induzida pelo alcool (FRITZ et al, 2014).

Sendo a cafeina e a taurina, componentes amplamente utilizados em
energeéticos, pesquisas relatam o efeito de ambas no desempenho fisico. Foi
observado que a administracdo conjunta de ambos componentes aumentou a
distancia percorrida em testes animais de resisténcia fisica (IMAGAWA et al,
2009). Baseados ainda no conhecimento de acdo da cafeina e taurina no
sistema nervoso pode-se assumir que estas substancias alteram os efeitos do
alcool, principalmente através dos efeitos estimulantes da cafeina e ou talvez a
influéncia da taurina na neurotransmissdo mediada por GABA. Para aferir tais
condicdes através em modelo de estudo animal observou que a administracao
de energéticos aumentou a atividade locomotora, porém quando administrada
juntamente com o &lcool ndo houve mudancas de alteracbes nos efeitos do

alcool, mas reduziu o efeito depressor do mesmo (FERREIRA A et al, 2004).

No estudo da memadria em modelos animais, uma pesquisa relatou que a
cafeina tem efeitos diferentes dependendo do estdgio de processamento da
memoria. Os efeitos da cafeina na consolidacdo da memoria em ratos
controles concordam com maioria dos estudos anteriores, que reportaram a
melhora da retencdo da memoéria em ratos apO0s administracdo de cafeina
(PREDIGER B et al, 2005).0utros estudos, demonstraram que 0s agonistas de
receptores de adenosina (Al) prejudicam o aprendizado e a memodria em
ratos, enquanto o bloqueio ndo seletivo dos receptores de adenosina Al e A2
pela cafeina facilita o aprendizado e a memoria dos ratos (PREDIGER A et al,

2005).
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Pesquisas mostram que o tratamento cronico com cafeina apresenta
diferentes efeitos dependendo da linhagem dos animais. Por exemplo, cafeina
administrada cronicamente nao apresentou efeitos de memdria na linhagem
WKY (Wistar Kioto Rats), mas melhorou os déficits de memodria e atencao
apresentados por ratos da linhagem SHR (ratos hipertensos, modelo de déficit
de atencdo e hiperatividade). Além disso, nesses Ultimos animais, foi
observado aumento da densidade de transportadores de dopamina e da
captacdo de dopamina in vitro no cortex frontal de ratos (PANDOLFO et al.,

2013).

Estudando o efeito da cafeina como possivel tratamento para 0 aumento
da atencdo e da memdria, ratos neonatos lesionados com 6-hidroxy-dopamina
(6-OHDA) foram utilizados para estudar o déficit de atencdo e de
hiperatividade. Foi feita avaliacdo de comportamento e da locomocao no
labirinto Olton, resultando que, embora ndo houvesse incremento da
locomocédo dos animais, apdés o tratamento continuo com a cafeina, houve a

melhora da atencao dos ratos lesionados (CABALLERO et al, 2011).

A administracdo de altas doses de alcool em ratos causa prejuizo em
testes de memoria, como o reconhecimento de objetos. Em estudo conduzido
utilizou-se a cafeina com o intuito de prevenir a perda de memoéria quando
administrada com o alcool, e os resultados mostraram-se satisfatorios
(SPINETTA et al, 2008). Os efeitos concomitantes da administracao de alcool e
taurina sdo especulativos quanto a possibilidade de a taurina reforcar efeitos de
euforia do alcool. Em um estudo buscou-se aferir esta possibilidade em testes

de locomocdao, ataxia e perda de reflexo de endireitamento em camundongos.
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Observou-se que ndo houve interacdo da taurina e do alcool nas condi¢cdes

estudadas (GINSBURG et al, 2008).

Na tentativa de estudar os efeitos sobre ansiedade e aprendizado,
estudaram-se em camundongos os efeitos da cafeina e do alcool no labirinto
em cruz com a tarefa de esquiva. Os resultados encontrados revelaram que as
dificuldades de aprendizado associadas com o alcool ndo foram revertidas pela
associacdo com a cafeina, mas o alcool bloqueou os efeitos ansiogénicos da
cafeina. Ainda, a cafeina reverteu os efeitos sedativos do alcool e déficits de
atencdo (GULICK et al, 2009). Em outro estudo também foi relacionado o efeito
do élcool e da cafeina, em diferentes concentracdes, em camundongos 0s
testes avaliaram a preferéncia por diferentes ambientes e a locomoc¢ao, no
teste no aparato claro-escuro. A partir dos testes pode-se concluir que a
administrac@o conjunta de alcool e cafeina aumentou a locomocédo (HILBERT

et al, 2013).

1.6 Desequilibrio oxidativo celular e energéticos

O estresse oxidativo decorre de desequilibrio entre a geracdo de
compostos oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante do
organismo (HALLIWELL, 1996). Os radicais livres e as espécies reativas do
oxigénio (EROS) s&o constantemente produzidas em baixos niveis no
organismo como parte de processos biolégicos normais e essenciais
(HALLIWELL & CROOQOS, 1994). Um importante processo metabolico envolvido
com essa producdo envolve a cadeia transportadora de elétrons, na
mitocondria, a principal fonte geradora dessas espécies. Uma vez produzidas

em excesso, por serem altamente reativas, elas podem causar danos a célula,
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como por exemplo, danos a moléculas de lipideos, proteinas e acidos nucléicos

(VALKO et al., 2007), podendo até causar morte celular.

Em sistemas aerdbicos, é essencial o equilibrio entre agentes oxidantes
e 0 sistema de defesa antioxidante. Esses agentes sdo gerados
endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do O, e também
em situacBes ndo-fisioldégicas, como a exposi¢do da célula a xenobidticos que
provocam a reducéo incompleta de O,. O sistema de defesa antioxidante tem a
funcdo de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e/ou espécies reativas ndo radicais. Esse sistema antioxidante,
usualmente, é dividido em enzimatico (Superdxido dismutase, Catalase e
Glutationa peroxidase) e ndo-enzimatico (HALLIWELL & CROSS,1994). Este
altimo é constituido por grande variedade de substancias antioxidantes, que
podem ter origem enddgena ou dietética (BARBOSA et al, 2010). Esse sistema
de defesa pode atuar de duas maneiras. Uma delas consiste em atuar como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesdo. Esta linha é constituida
por glutationa reduzida (GSH), superoxido-dismutase (SOD), -catalase,
glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. A outra linha de defesa tem a
funcdo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida pelo acido ascorbico,
glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px (FERREIRA et al, 1997). Como
visto nos exemplos, alguns antioxidantes podem tanto atuar diretamente sobre
as espécies reativas quanto reparando moléculas, como € o caso da glutationa

peroxidase.

A enzima antioxidante superdxido-dismutase é uma enzima com uma
presen¢a generalizada no organismo, que catalisa a dismutacdo do radical

superéxido. A enzima SOD tem trés variantes: a SOD cobre — zinco que é
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predominante, e é constituida por enzimas encontradas no citoplasma,
enquanto a SOD manganés esta localizado nas mitocdndrias. Um terceiro tipo
esta presente no meio extracelular (JEEVA, et al 2015). Um subproduto desta

da reacdo catalisada pela reacdo € o peroxido de hidrogénio, que causa

prejuizo pela formacéo de radicais livres.

As enzimas glutationa peroxidase e glutationa redutase agem como
antioxidantes. A glutationa peroxidase atua sobre peroxidos, e necessita de um
tripeptideo, a glutationa (GSH), como doador de elétrons durante a reacao.
Esse peptideo passa a sua forma oxidada (GSSG), que é novamente reduzida
pela glutationa redutase, completando o ciclo. A repetida oxidacdo e reducao
da glutationa a torna um captador de radicais. A catalase é uma enzima
antioxidante que atua como um catalisador para a conversdo de peroxido de

hidrogénio a agua e oxigénio.

O encéfalo é especialmente vulneravel aos danos causados pelos
radicais livres e EROS, por possuir um alto consumo de oxigénio, abundante
conteudo de lipideos e insuficiéncia relativa de enzimas antioxidantes
comparada com outros tecidos (OLANOW, 1992; HALLIWELL and

GUTTERIDGE, 2007).

Poucos estudos foram encontrados na literatura avaliando impacto de
energéticos no sistema antioxidante. ZEIDAN-CHULIA e colaboradores (2013)
avaliaram cafeina, taurina e guarana sobre o sistema antioxidante em células
humanas neuronais SH-SY5Y e demonstraram que houve reducdo dos niveis
basais de geracédo de radicais livres. A combinacéo de cafeina ou taurina com

guarana induziu uma diminui¢cdo na atividade da superéxido dismutase (SOD)
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in vitro, assim como a associacdo de cafeina ou taurina ao guarana diminui a
atividade da catalase (CAT) nas células, porém ndo houve mudancas na

atividade da glutationa peroxidase (GPx) .

Devido a caréncia de dados na literatura, que relacionam os energéticos
e seus compostos (cafeina e taurina) em modelos in vivo de comportamento, e
avaliacdo de enzimas antioxidantes contra a producao de radicais livres, diante
do aumento progressivo do consumo de bebidas energéticas, principalmente
associadas ao 4alcool, e considerando que o impacto toxicolégico deste
consumo excessivo é desconhecido. Este trabalho teve por objetivo fazer uma
avaliacdo da neurotoxicidade aguda dos energéticos em diferentes doses e
seus constituintes (cafeina e taurina) associados, separados e juntamente ao
alcool. Bem como avaliar a neurotoxicidade subcrénica dos energéticos nas
diferentes doses e seus constituintes, porém sem associagdo ao alcool, através

de testes comportamentais e bioquimicos em ratos.
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2. Objetivos

-Avaliar a toxicidade aguda de bebidas energéticas e dos padrées cafeina e

taurina, separados e em associacdo em ratos.

-Avaliar a toxicidade aguda de bebidas energéticas e dos padrbes cafeina e

taurina, separados e em associa¢gao ao etanol em ratos.

-Avaliar a neurotoxicidade subcronica de bebidas energéticas e dos padrdes

cafeina e taurina, separados e em associacao em ratos.

-Avaliar a neurotoxicidade subcronica comportamental em ratos por
desempenho no teste do Rota-rod, teste de atividade locomotora, teste de OX

MAZE e memaria de reconhecimento de objetos.

-Avaliar os biomarcadores do estresse oxidativo nas estruturas cortex pré-
frontal, hipocampo e estriado: atividade das enzimas antioxidantes superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a producéo de
espécies reativas através da medida de diclorofluoresceina (DCFH) e contetudo

de tidis apds o tratamento subcrénico.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Animais: Aprovagcdao CEUA/UFRGS 26689/2014 (ANEXO 1). Foram
utilizados ratos Wistar machos adultos (60 dias), provenientes do Centro de
Reproducdo e Experimentacdo de Animal de Laboratério da UFRGS (CREAL-
UFRGS). Antes de iniciar os experimentos os animais foram adaptados por 15
dias no biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Basicas da Saude (ICBS) — UFRGS, 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. O niumero de animais por grupo seguiu o padréao
de literatura para teste de toxicidade aguda e ensaios comportamentais, sendo
este, fixado em 5 animais por grupo para o ensaio agudo (OECD 420) e 10
animais por grupo para o ensaio subcronico, sendo utilizados ao total 135
animais (PANDOLFO et al, 2013; CABALLERO et al, 2011; WOOD et al, 2011,

GINSBRUG et al, 2008; BOECK et al, 2009; HILBERT et al, 2013).

3.2 Drogas e Bebida Energética: A bebida energética (Red Bull® Fuschl,
Austria), etanol P.A. (Dinamica, Brasil) e os padrées 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 e

administrada por gavagem assim como 0s demais tratamentos.

3.3 Doses e tratamentos: As doses de energéticos e dos padrdes cafeina (3,2
mg/Kg) e taurina (40 mg/Kg) foram definidas através de calculo relativo as
doses ingeridas usualmente por consumidores. Estabelecendo uma

similaridade com os energéticos, o padréo cafeina e taurina contida em uma
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lata de 250 mL de energético consumida por um individuo adulto pesando 70
kg, é de taurina (1000 mg/250 mL) e cafeina (80 mg/250 mL), sendo
administradas volumes equivalentes a 1 lata (5 mL/kg) (ED 5), 2 latas (7,5
mL/kg) (ED 7,5) e 3 latas (10 mL/kg)(ED 10) (FERREIRA et al, 2013). O volume
10 mL/kg de energético tinha 40 mg/kg de taurina e 3,2 mg/kg de cafeina
(FERREIRA et al, 2004 A) e foram as doses selecionadas para serem
administradas isoladamente ou em associacdo em todos 0S experimentos.
Todos os animais foram tratados por gavagem com doses no volume maximo

de 10 ml/Kg.

O Etanol P.A. utilizado no teste de toxicidade aguda foi diluido em agua
destilada. As solugcbes de etanol administradas por gavagem em doses
equivalentes a 2 g/kg de etanol 20% (controle etanol) e esta associada a: 10
mL/kg de energético (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40 mg/kg, cafeina 3,2

mg/kg mais taurina 40 mg/kg associadas (FERREIRA et al, 2004 A).

3.4 Teste de Toxicidade Aguda

O teste foi baseado no método de toxicidade aguda de dose fixa —
Organization for Economic Cooperation & Development (OECD 420), onde
grupos de 5 animais foram tratados por via oral e logo ap6s a administracao,
cada animal foi observado durante 1 minuto nos periodos de 0, 15, 30, 60, 120,
240, 360 min. Foram observados comportamentos indicativos de atividade
depressora ou estimulante do SNC e manifestacdes autonémicas. Os sinais
indicativos de toxicidade observados foram: alteracdo da locomocéao, reacdo a
estimulos, piloerecdo, diarreia, sialorréia, tremor, ptose, alteracdo do tonus

muscular, hipnose, convulsdes e contor¢des abdominais. Os resultados foram
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expressos como porcentagem de animais que apresentaram o comportamento,

sendo 100% = 5 animais.

Letalidade foi observada durante as primeiras 24h ap6s a administragdo

dos tratamentos e diariamente durante 14 dias.

3.4.1 EXPERIMENTO 01 - Toxicidade aguda de energéticos e padrdes:

Os ratos foram tratados por via oral com solu¢cdes contendo: agua,
energético (ED 5, ED 7,5 e ED 10), cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40 mg/kg, e
cafeina (3,2 mg/Kg) associada a taurina (40 mg/Kg) a avaliacdo da toxicidade
aguda foi realizada conforme descrito anteriormente (item 3.4). A variacdo de
massa corporal também foi observada durante os 14 dias ap6s a administracdo
dos tratamentos. Ao fim deste periodo todos os animais foram anestesiados
por via intraperitoneal com a associacao de tiopental (100 mg/kg) e lidocaina
(10 mL/Kg)e eutanasiados e necropsiados. Sob anestesia 0s animais foram
exsanguinados por puncdo cardiaca e posteriormente, os o6rgaos foram

removidos e pesados, sendo determinada a massa relativa dos 6rgaos.

3.4.2 EXPERIMENTO 02- Toxicidade aguda de ED10 e padrfes associados

ao alcool:

O teste de toxicidade aguda também foi realizado com a associacao de
bebida energética e alcool, os ratos foram tratados por via oral com solu¢des
contendo: agua, energético (ED 10), alcool 20% (2 g/kg) (controle etanol) e
alcool 20% (2 g/kg) associado ao energético (ED 10), a cafeina 3,2 mg/kg, a
taurina 40 mg/kg, e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg mais taurina 40 mg/kg. A
avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada conforme descrito anteriormente

(item 3.4). Entretanto, neste protocolo 24h ap6s a administragdo dos
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tratamentos 0s animais foram anestesiados por via intraperitoneal com a
associacdo de tiopental (100 mg/kg) e lidocaina (10 mL/Kg) e eutanasiados e
necropsiados, os o6rgaos foram removidos e pesados, sendo determinada a

massa relativa.

3.4.3 Andlise estatistica — Toxicidade Aguda

Os resultados da avaliacdo dos sinais de toxicidade comportamental
foram expressos como porcentagem de animais que apresentaram o
comportamento, sendo 100% = 5 animais, e analisados através do teste qui-

quadrado.

Os resultados referentes a massa relativa dos érgaos foram analisados
através de ANOVA de uma via/Bonferroni e os resultados referentes a variagdo
de massa corporal foram avaliados atravées de ANOVA de medidas

repetidas/Bonferroni.

3.5 Avaliagédo da toxicidade subcroénica:

O teste foi baseado no método de toxicidade subcrbnica Organization for
Economic Cooperation & Development (OECD 407), onde grupos de 10
animais foram tratados por via oral durante 28 dias com ED 5, ED 7,5, ED 10,
cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40 mg/kg e cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg
associadas. A seguir serdo descritos os métodos que foram avaliados durante

o tratamento subcronico.

3.5.1 Avaliacdo de neurotoxicidade por desempenho no teste do Rota-

Rod:
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O teste foi realizado no 14° dia antes da administracdo diaria dos
tratamentos, segundo método descrito por MACIEL (2012). Primeiramente foi
realizado um treino, e seguido 1h foi realizado o teste, onde foi determinada a
laténcia de permanéncia no aparelho Rota Rod (Insight Equipamentos Ltda
Ribeirdo Preto, Brasil) foi realizada uma tentativa de no méximo 90s a 18 rpm.

Os resultados foram analisados através de ANOVA de uma via/Bonferroni.

3.5.2. Teste de Atividade locomotora:

A avaliacao da atividade locomotora espontanea foi realizada no 15° dia,
antes da administracéo diaria dos tratamentos. Os animais foram colocados na
caixa de atividade locomotora (Insight Equipamentos Ltda Ribeirdo Preto,
Brasil), a qual consiste em uma caixa de 50 x 48 x 50 cm, dotada de seis
barras, cada uma com 16 sensores de luz infravermelha que detectam a
posicdo relativa do animal na caixa. A distancia percorrida foi monitorada
durante 15 minutos, sendo os 5 min iniciais considerados atividade exploratéria
e 0s 10min finais a atividade locomotora. Os resultados foram analisados

através de ANOVA de uma via/Bonferroni.

3.5.3 Teste de OX MAXE

Segundo o método descrito por WOOD et al (2011) e ROJAS, et al
(2015), o teste foi utilizado avaliar a discriminacdo visual, aprendizado e
memoria. O aparato consiste de uma caixa de acrilico medindo 60 cm x 60 cm
x 30 cm de altura. O labirinto era composto por quatro blocos brancos Perspex
(10 cm x 10 cm x 5 cm de altura). Os blocos tinham um orificio circular (2 cm de
diametro x 2 cm de profundidade) em cada lado, com cada orificio a ser

localizado no meio de um dos quatro simbolos ( O, X, =,| | ), desenhados com
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um marcador preto permanente. A orientacdo dos simbolos em relagdo uns aos
outros foi idéntica em cada bloco. Os blocos foram posicionados
simetricamente na caixa. O teste foi realizado entre 0 16° e 26° dia, sempre
antes da administracdo diaria dos tratamentos. Para realizar o teste um pellet
comestivel (Kellog's® Froot Loops® Brasil) foi colocado em um dos quatro
orificios dos blocos condizentes com cada um dos simbolos, sendo que a
recompensa foi sempre colocada no mesmo lugar (bloco de simbolo O). Os
ratos foram colocados no labirinto e durante 10 minutos foi contada a laténcia
para encontrar a primeira recompensa, 0 numero de vezes que o0 animal
cheirava corretamente os orificios de cada bloco e o tempo para concluir o
teste. O labirinto e os blocos foram higienizados com alcool 30% de forma
branda para impedir a interferéncia nos testes. Cada rato poderia receber até
quatro recompensas por dia. Durante os 10 dias de experimento a disposicao
do labirinto foi alternada a cada dia. Os resultados foram analisados através de

ANOVA de medidas repetidas e ANOVA/Bonferroni.

3.5.4 Teste de Reconhecimento de objetos de memaria de curta e longa

duracao:

No 27° e 28° dias antes da administracdo dos tratamentos diarios foi
realizado um treinamento e 1 hora e 30 minutos (curta duracéo) e 24h (longa
duracédo) apos foi realizado o teste de reconhecimento de objetos, os animais
eram administrados sempre ap0s o0s testes para que nado ocorresse efeito

agudo do tratamento, mas sim residual (MACIEL et al, 2014).

O teste de reconhecimento de objetos foi realizado em uma “arena” de

acrilico cuja base mede 60 cm x 60 cm cuja altura € de 30 cm (a mesma usada
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no OX Maze), em razao dos animais terem realizado os testes por 10 dias na
arena do OX MAZE ndo ha necessidade de habituar os animais ao aparato
para realizar o teste de reconhecimento de objetos. Na habituacdo, 2 objetos
idénticos (Al e A2) foram colocados em lados opostos nos cantos da arena, no
qual os ratos podiam explorar por 5 minutos. Ap6és um periodo de 1h e 30
minutos a copia idéntica do objeto familiar (A3) e um novo objeto (B) foram
colocados no mesmo local onde estavam Al e A2 anteriormente, permitindo
que o rato explorasse estes novos objetos por mais 5 minutos. Apds 24 horas
eram colocados os objetos familiar (A1) e um objeto novo (C) permitindo
também a exploragdo por 5 minutos. A localizagdo dos objetos era
contrabalanceada em cada sessédo. A exploracao do objeto era definida como a
aproximagdo do rato por aproximadamente 2 cm ou menos do objeto, bem
como quando o animal tocava o objeto com suas vibrissas. As andlises foram
feitas através dos parametros: tempo total explorando o objeto novo (TN)
divididos pelo tempo total explorando os dois objetos o novo (TN) e o familiar
(TF) na fase discriminatéria TN/(TF+TN) (MACIEL et al, 2014).0Os resultados

foram analisados através do teste KrusKall Wallis Test.

3.5.6 Atividade das enzimas antioxidantes, producao de espécies reativas

e conteudo total de Tiol

No 29° dia apés os tratamentos, os animais foram decapitados sem
anestesia como forma de proceder a eutanasia. Foi realizada a dissecacéo de
estruturas encefélicas (cortex, hipocampo e estriado) para testes

neuroquimicos das enzimas antioxidantes.

3.5.6.1 Atividade da Superoxido Dismutase (SOD)
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A atividade da Superéxido Dismutase foi determinada utilizando o Kit
comercial RANSOD (RandoxLABs.,USA) baseado no procedimento descrito
por DELMAS-BEAUVIEUX et al. 1995. Este método emprega xantina e xantina
oxidase para a geracéo de radicais superoxido que reagem com 2-(4-iodofenil)-
3-(4-nitrofenol)-5-cloreto  feniltretrazélio (INT) para formar coloracdo de
formanzam que € medida espectrofotometricamente a 492nm a 37,8°C. A
inibicdo da produgdo do cromoégeno é proporcional a atividade da SOD
presente na amostra. Uma unidade de SOD causa a inibicdo de 50% da taxa

de reducédo de INT sob as condi¢cdes do ensaio.

3.5.6.2 Atividade da catalase (CAT)

A catalase € uma enzima capaz de degradar peréxidos, incluindo
peréxido de hidrogénio (H202), e sua atividade é baseada no estabelecimento
da taxa de degradacdo do H202 espectrofotometricamente a 240nm a 25°C
(AEBI, 1984). A atividade da CAT foi calculada em termos de micromoles
consumida por minuto por miligrama de proteina, sendo o coeficiente de

extincdo molar de 43,6 M/cm.

3.5.6.3 Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

A atividade da GPx foi determinada de acordo com WENDEL 1981 com
modificacdes. A reacdo foi realizada a 37° C em uma solug¢édo contendo 20 mM
tampao fosfato de potassio (pH 7,7), 1,1 mMEDTA, 0,44 mM de azida de sddio,
0,5 mM NADPH, 2 mM de glutationa e 0,4U glutationa redutase. A atividade da
GPx foi medida tomando terc-Butilhidroperéxido como substrato a 340 nm. A

oxidacdo espontanea do NADPH foi subtraida da taxa de reacdo global. A
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atividade da GPx foi calculada em pmol de NADPH oxidado por minuto por mg

de proteina e expressa como porcentagem do controle.

3.5.6.4 Producdao de espécies reativas (diclorofluoresceina)

Homogeinizados das estruturas foram incubadas com diacetato de 2-7-
diclorofluoresceina (DCFH-DA 100uM) a 37 C por 30 minutos. O DCFH-DA foi
clivado por esterases celulares e o DCFH formado é por fim oxidado por
espécies reativas de oxigénio/nitrogénio. A formacdo do derivado
diclorofluoresceina (DCF) foi monitorado por fluorescéncia (SpectraMax M5)
usando os comprimentos de onda de 488 (excitacdo) e 525 (emissdao) nm. A
guantidade de espécies reativas foi quantificada usando uma curva padréo
para DCF e os resultados expressos com nmoles de DCF formados por mg de

proteina na amostra (SRIRAM et al, 1997).

3.5.6.5 Determinacéo do conteudo total de Tiol

Este ensaio baseia-se na reducdo de 5, 50 - ditiobis -2-nitrobenzdico
(DTNB) por grupo tiol, que se torna oxidado (dissulfeto), obtendo-se um
composto amarelo (TNB) cuja absorcdo é medida por espectrofotometria

analise a 412 nm.

3.5.6.6 Analise estatistica

Os resultados foram analisados atraves de ANOVA de uma
via/Bonferroni. A relagdo das enzimas SOD, CAT e GPx foi determinada
através da divisdo dos resultados de SOD pela soma de CAT + GPx
(SOD/CAT+GPx) e analisada também atravées de ANOVA/Bonferroni, através

do programa SPSS Statistics versao 18.
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4. Resultados

4.1 Toxicidade Aguda dos Energéticos

No teste de toxicidade aguda os sinais significativos observados 30min
apos o tratamento com energéticos e padrdes associados foram diminuicao da
porcentagem de ambulagcédo e aumento do rearing (levantar). O comportamento
de andar em circulos também foi observado com o energético (ED 7,5) e
taurina 40 mg/kg. O grupo tratado com energético (ED 7,5) apresentou um
aumento percentual na taquipneia e diminuiu a autolimpeza (Figura 1A) (P<

0,01) Qui-quadrado.

Sessenta minutos apos o tratamento agudo com energéticos e padrbes
associados foram observados aumento do porcentual da ambulagdo nos
grupos tratados com energéticos e associacdo de cafeina e taurina, aumentou
0 percentual da taquipneia nos grupo energético (ED 7,5) e diminui a

autolimpeza no grupo energético (ED 10) (Figura 1B) (P< 0,01) Qui-quadrado.

Nos 120 min apds o tratamento a ambulacédo permaneceu aumentada no
grupo ED 7,5 e grupo cafeina e taurina, aumentou também percentualmente o
rearing (levantar) no grupo ED 7,5. O percentual da taquipneia aumentou nos
grupos tratados com ED 5 e cafeina. Hipnose foi observada nos grupos
tratados com cafeina ou taurina isoladamente (Figura 1C) (P< 0,01) Qui-

quadrado.
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FIGURA 1: Efeito de bebidas energéticas 5 mL/Kg (ED5), 7,5 mL/Kg (ED
7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg), taurina (40 mg/kg) e associacéo
de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no teste de toxicidade aguda. Controle
= 4gua. Os dados sdo expressos como porcentagem de animais que
apresentaram o comportamento. A) comportamentos observados apds 30 min.
B) comportamentos observados apds 60 min. C) comportamentos observados
apés 120 min (n=5) (* P< 0,01 diferenca significativa do controle; #*%¢ P< 0,01

diferenca significativa entre os grupos, Qui-quadrado).

A variacdo de peso corporal ao longo dos 14 dias est4 demonstrada na
figura 2. Pode se observar que houve ganho de massa corporal relativa no 14°

dia (P< 0,05) ANOVA de duas vias/Bonferroni no grupo tratado com ED 10.
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FIGURA 2: Efeito do tratamento agudo com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),
taurina (40 mg/kg) e associacao de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
ganho de massa corporal em ratos 14 dias apdés a administracéao Unica (n=5) (*

P<0,05 em relacéo ao controle) ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni.

No final do teste de toxicidade aguda os rins, adrenais e figado foram
observados quanto a alteragbes macroscépicas e nado houve diferenca

significativa (Tabela 1).

Tabela 1: Efeito do tratamento agudo com bebidas energéticas 5 mL/Kg
(ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg, taurina 40
mg/kg e associacao de cafeina 3,2 mg/kg (Caf) + taurina 40 mg/kg (Tau) na
variacdo do peso dos oOrgaos 14 dias apds a administragcdo uUnica (n=5). Os
dados representam a média + EP da massa relativa do 6rgdo ANOVA de uma

via.
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Figado (g) Rins (g) Adrenais (g)

Controle 3,47 +1,55 0,79+0,35 0,0171 £ 0,0077
ED5 3,73+1,67 0,80+ 0,36 0,0192 + 0,0086
ED 7,5 3,72 +1,66 0,79+0,35 0,0170 £ 0,0076
ED 10 3,58 +1,60 0,82 +£0,37 0,0165 + 0,0074
Cafeina 3,70+ 1,66 0,81+0,36 0,0170 £ 0,0076
Taurina 3,72 +1,66 0,80+0,36 0,0163 +0,0073
Caf/Tau 3,61+1,61 0,80+ 0,36 0,0174 £ 0,0078

O teste de toxicidade aguda realizado com a associacdo de &lcool e
energeéticos, no 2° experimento demonstrou que ap6s os 30 min iniciais do
teste podem-se observar 0s seguintes comportamentos em percentual:
diminuicdo da ambulacdo no grupo tratado com energético 10 mL/Kg,
diminuicdo do rearing (levantar) nos grupos tratados com 4alcool e alcool
associado a cafeina e taurina, aumento da taquipnéia no grupo alcool
associado a cafeina e taurina, bem como aumento da autolimpeza nos grupos
tratados com alcool, energético 10 mg/Kg, e élcool com cafeina (Figura 3 A)

(P< 0,01; Qui-quadrado).

Seguidos os 60 min ap6s o inicio do teste, os comportamentos
observados em percentual foram: aumento da ambulacdo nos grupos tratados
com ED 10 e &lcool mais ED 10, aumento do rearing (levantar) nos grupos
tratados com alcool, energético ED 10, e alcool associado ao ED 10, aumento
da taquipnéia no grupo alcool e cafeina, e alcool associado a cafeina e taurina,
diminuicdo da autolimpeza nos grupos ED 10, alcool e cafeina, e alcool e
taurina, aumento da hipnose nos grupos tratados com alcool, alcool e taurina e

alcool associado a cafeina e taurina (Figura 3 B) (P< 0,01) Qui-quadrado.
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ApaGs 120 min de teste, foi observado em valores de percentual, aumento
da ambulacdo nos grupos tratados com &lcool + ED 10 e élcool + cafeina, e
diminuicdo da ambulagéo nos grupos tratados com alcool e &lcool + taurina, ja
a associacao de alcool + cafeina + taurina ndo alterou a ambulac&o. O rearing
(levantar) aumentou nos grupos tratados com ED 10 e alcool associado ao ED
10 e houve diminuicdo do rearing nos grupos tratados com alcool associado a
cafeina ou taurina e associado a cafeina + taurina. A taquipnéia aumentou nos
grupos alcool e alcool associado a taurina, aumentou também a hipnose no
grupo tratado com &lcool associado a cafeina + taurina e diminuiu no grupo

tratado com ED 10 (Figura 3 C) (P< 0,01; Qui-quadrado).
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FIGURA 3: Efeito de alcool 2 g/kg (alcool) e bebida energética 10 mL/Kg
(ED 10) isolados ou em associagédo e alcool + ED 10, alcool + cafeina (3,2
mg/kg), alcool + taurina (40 mg/kg) e alcool + cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40
mg/kg no teste de toxicidade aguda. Controle = dgua. Os dados sdo expressos
como porcentagem de animais que apresentaram 0 comportamento. A)

comportamentos observados ap6s 30 min. B) comportamentos observados
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apos 60 min. C) comportamentos observados apés 120 min (n=5) (* P< 0,01
diferenca significativa do controle; **“%¢ p< 0,01 diferenca significativa entre os

grupos, Qui-quadrado).

Com relacdo a andlise macroscopica dos o6rgdos apés um dia da
administragao aguda, observou-se uma reducao significativa na massa relativa
do figado dos grupos tratados com alcool e ED 10 e &lcool e cafeina (P< 0,05;

ANOVA de uma via/Bonferroni).

Tabela 2: Efeito de alcool 2 g/kg (alcool) e bebida energética 10 mL/Kg
(ED 10) isolados ou em associacdo e alcool + ED 10, alcool + cafeina 3,2
mg/kg, alcool + taurina 40 mg/kg e alcool + cafeina 3,2 mg/kg (Caf) + taurina 40
mg/kg (Tau) na massa relativa dos érgdos. Controle = agua. (n=5 grupo). Os

dados representam a média £+ EP da massa relativa do 6rgédo (P<0,05)

ANOVA/Bonferroni.

Figado (g) Rins (g) Adrenais (g)
Controle 4,00+1,79 0,711 0,32 0,0192 + 0,0086
Alcool 3,75+ 1,68 0,74+ 0,33 0,0185 + 0,0083
Alcool +ED 10 3,7141,66 0,71+0,32 0,0169 * 0,0076
Alcool + Cafeina 3,96 41,77 0,75 + 0,33 0,0174 +0,0078
Alcool + Taurina 4,26 + 1,90 0,74 10,33 0,0179 + 0,0080
Alcool+ Caf/Tau 4,20+1,88 0,76 £ 0,34 0,0168 + 0,0075

4.2 Toxicidade subcrdnica de energéticos

Ao final dos 28 dias de tratamento ndo foram observados sinais

significativos de toxicidade ou letalidade.

O teste de Rota Rod (Figura 4) foi realizado no 14° dia ap6s o inicio dos

tratamentos. Nao houve diferenca significativa (P= 0,342, ANOVA de uma
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via/Bonferroni) entre o0s tratamentos, demonstrando que nao houve

comprometimento do controle motor.
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FIGURA 4: Efeito do tratamento subcrbénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 75 mLKg (ED 75 e 10 mL/Kg (ED
10), cafeina (3,2 mg/kg), taurina (40 mg/kg) e associacao de cafeina 3,2 mg/kg
+ taurina 40 mg/kg sobre a laténcia para a queda no teste de Rota rod em
ratos. Teste realizado no 14° dia apds o inicio dos tratamentos. Cada coluna
representa a média + EP (n=10 grupo) (P= 0,342) ANOVA de uma

via/Bonferroni.

N&o houve diferenca significativa na atividade locomotora espontanea
avaliada durante 15 minutos, sendo medida a atividade exploratoria nos
primeiros 5 minutos (P= 0,14, ANOVA) (dados ndo mostrados) e nos 10 min

seguintes foi medida a atividade locomotora (P= 0,25, ANOVA) (Figura 5).
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FIGURA 5: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),
taurina (40 mg/kg) e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
teste de Atividade Locomotora em ratos. Teste realizado no 15° apds o inicio
dos tratamentos. Resultados expressos pela distancia percorrida durante 10
min. Cada coluna representa a média + EP. (n=10 grupo) (P= 0,25)

ANOVA/Bonferroni

No teste de memdria OX MAZE, observou-se diminuicdo no tempo de
laténcia para encontrar a primeira recompensa nos grupos tratados com
energético 10 mL/kg, cafeina, taurina e associacdo cafeina e taurina em
relacdo ao grupo controle (P=0,003; ANOVA/Bonferroni). A diferenca dos
grupos ao longo dos dias revelou que o grupo controle também foi diferente
dos grupos energético ED 10, cafeina, taurina, e associacdo cafeina e taurina

(P=0,03) ANOVA/Bonferroni no segundo e terceiro dia (Figura 6 A e 6 B).
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Também se observou que 0s grupos tratados com cafeina, taurina e
associacdo cafeina e taurina dispenderam um tempo menor para concluir a
tarefa do teste (P= 0,0001; ANOVA/Bonferroni). A diferenca dos grupos entre
os dias revelou que o grupo controle foi diferente dos grupos cafeina, taurina e
associacdo cafeina e taurina (P=0,001) ANOVA/Bonferroni do segundo ao

oitavo dia (Figura 7 A e 7 B).

Quando se registrou o tempo em que o0 animal permaneceu junto ao
bloco correto da recompensa, mesmo apés ter encontrado e consumido a
recompensa, provavelmente a espera de mais recompensa, observou-se que
0s grupos tratados com cafeina e taurina ficaram menos tempo junto ao bloco
apos encontrar a recompensa (P= 0,01; ANOVA/Bonferroni). A diferenca dos
grupos entre os dias revelou que os grupos foram diferentes ao longo dos dias

(P=0,01) ANOVA de medidas repetidas/Bonferroni (Figuras 8 A e 8 B).
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FIGURA 6: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5

mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),

taurina (40 mg/kg) e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no

tempo de laténcia para encontrar a primeira recompensa no teste de OX MAZE

em ratos. Teste realizado do 18° ao 28° dia apds o inicio dos tratamentos. A)

Dados representam a laténcia média + EP diaria durante os 10 dias de teste

(a,b = P<0,03 ANOVA de medidas repetidas) B) Dados representam a média *

EP, considerando a média do periodo total do teste (n=10 grupo) (*P< 0,003)

ANOVA/Bonferroni
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FIGURA 7: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),

taurina (40 mg/kg) e associacao de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
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tempo para completar o teste de OX MAZE em ratos. Teste realizado do 18° ao
28° dia apo6s o inicio dos tratamentos. A) Dados representam a média + EP
diaria durante os 10 dias de teste para completar o teste (a,b = P<0,001
ANOVA de medidas repetidas) B) Dados representam a média + EP
considerando a média do periodo total do teste (n=10 grupo) (*P< 0,0001)

ANOVA/Bonferroni.
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FIGURA 8: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),
taurina (40 mg/kg) e associacao de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
tempo de permanéncia em cada objeto no teste de OX MAZE em ratos. Teste
realizado do 16° ao 26° dia apos o inicio dos tratamentos. A) Dados
representam a média + EP diaria durante os 10 dias de teste de permanéncia
no objeto certo, (a,b = P<0,01 ANOVA de medidas repetidas) B) Dados
representam a média + EP considerando a média do periodo total do teste.

(n=10 grupo) (*P<0,01) ANOVA/Bonferroni.

No teste de memdria de reconhecimento de objetos observou-se que a
associacdo de cafeina e taurina aumentou a memoria de curta duracdo (P<
0,01; Kruskall Wallis) (Figura 9 A). Nao houve diferenca significativa na

memoéria de longa duracéo (Figura 9 B).
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FIGURA 9: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),
taurina (40 mg/kg) e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
teste de reconhecimento de objetos. Teste realizado do 27° ao 28° dia apds o
inicio dos tratamentos. A) Memoéria de curta duragdo foi avaliada 1h 30 min

apos o treino B) Memoria de longa duracéo foi avaliada 24h apds o treino. A
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proporcao do tempo total de exploracdo do novo objeto foi expressa como o
‘indice de reconhecimento” expresso como TN/TF+TN, TF= tempo de
exploracdo do objeto familiar TN= tempo de exploracdo do objeto novo. Dados
sdo expressos como mediana [intervalo interquartil], (n=10 grupo)

*P<0,01;Kruskall Wallis.

No 29° dia apés os tratamentos, os animais foram eutanasiados e foi
realizada a dissecacdo das estruturas encefalicas (cOrtex, hipocampo e
estriado) para o0s testes neuroquimicos das atividades das enzimas

antioxidantes SOD, CAT, GPx, espécies reativas e conteudo total de tiois.

No cortex (tabela 3) observou-se que o grupo tratado com a associagao
de cafeina e taurina aumentou a atividade da enzima SOD e diminuiu a GPx, a
relacdo de SOD/CAT+GPx calculada mostrou que este tratamento aumentou o
estresse oxidativo. Também foi observado um aumento na producdo de

radicais livres para este grupo (P=0,0001 ANOVA de uma via/Bonferroni).

TABELA 3: Biomarcadores do estresse oxidativo avaliados no coértex
encefélico apos 28 dias de tratamento sub-crénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg,
taurina 40 mg/kg e associacao de cafeina 3,2 mg/kg(Caf) + taurina 40 mg/kg

(Tau) (n=5-8 grupo)(*p<0,0001) ANOVA de uma via/ Bonferroni.
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SOD (SOD/mg CAT GPx (pmol SOD/CAT+GPx  DCF (nmoles  TIOIS (nmol
proteina) (micromol/ NADPH DCF por mg TNB/mg
min/mg oxidado/min/ de proteina) proteina)
proteina) mg proteina)

Controle 10,7+0,7 2,5+0,2 160,6 + 18,8 0,8+0,7 0,7+0,0 81,8+2,2
ED5 10,4+1,6 1,9+0,2 154,4 + 18,1 0,1+0,0 0,8+0,0 72,7+2,7
ED7,5 7,006 1,9+0,1 100,2+6,9° 0,1+0,0 0,7+0,0 74,0+2,0
ED 10 74+1,1 2,39+0,17 107,1+4,0 0,7+0,6 0,9+0,0 75,8 +4,1
Cafeina 11,5+ 1,0 1,6+0,2 812+41 0,1+0,0 0,8+0,0 71,7£3,3
Taurina 6,6+0,5 2,1+0,2 101,074 1,4+0,6 0,9+0,0 75,1+2,6
Caf/Tau 14,1409 2,3%0,2 99,5+6,5 44406 1,3+0,1° 69,5+3,2

No hipocampo (tabela 4) observou-se que o grupo tratado com a

associacdo de cafeina e taurina também aumentou a atividade da enzima SOD

e a relacdo de SOD/CAT+GPX, entretanto, ndo alterou a atividade da GPx, mas

inibiu a atividade da CAT, demonstrando que este tratamento aumentou

também o estresse oxidativo no hipocampo. Corroborando com este resultado,

foi observado um aumento de radicais livres através do teste do DCF (P=

0,0001ANOVA de uma via/Bonferroni).

TABELA 4: Biomarcadores do estresse oxidativo avaliados no

hipocampo apos 28 dias de tratamento sub-crénico com bebidas energéticas 5

mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg,

taurina 40 mg/kg e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg (Caf)+ taurina 40 mg/kg

(Tau) (n=5-8 grupo) (*p<0,0001) ANOVA de uma via /Bonferroni.

SOD (SOD/mg CAT GPx (pmol SOD/CAT+GPx  DCF (nmoles  TIOIS (nmol
proteina) (micromol/ NADPH DCF por mg TNB/mg
min/mg oxidado/min/mg de proteina) proteina)
proteina) proteina)
Controle 57+0,3 2,2+0,2 90,6 £4,3 0,06 0,0 1,3+0,0 70,1£2,0
ED5 6,7+0,4 2,4+0,2 106,4 £+ 11,3 0,07+0,0 1,4+0,0 70,3+4,3
ED 7,5 7,0+0,7 1,8+0,2 81,4+5,7 0,07+0,0 1,3+0,0 67,1+2,8
ED 10 7,7+0,3 1,740,0 84,5+6,5 0,59+0,5 1,4+0,0 77,0 £2,4
Cafeina 85+0,7 1,6+0,2 60,3+53 0,12+0,0 1,3+0,0 70,1+2,2
Taurina 10,3+0,4" 2,2+0,1 62,8+89 1,34+0,8 1,4+0,0 68,8+ 2,0
Caf/Tau 83105 1,600 96,2+5,3 53004 1,7£0,0 71,5+1,1
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As analises realizadas no estriado demonstraram diminuicdo da
atividade da GPx com todos os tratamentos. Entretanto, somente a associacao
de cafeina e taurina aumentou significativamente na relacdo SOD/CAT+GPx

(P< 0,0001) (tabela 5).

O conteudo de tidis nao foi modificado nas trés estruturas encefalicas

analisadas.

TABELA 5: Biomarcadores do estresse oxidativo avaliados no estriado
apos 28 dias de tratamento sub-crénico com bebidas energéticas 5 mL/Kg (ED
5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg), taurina (40
mg/kg) e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg (n=5-8 grupo)

(*p<0,0001) ANOVA Bonferroni.

SOD (SOD/mg CAT GPx (pmol SOD/CAT+GPx DCF TIOIS (nmol
proteina) (micromol/ NADPH (nmoles TNB/mg
min/mg oxidado/min/mg DCF por mg proteina)
proteina) proteina) de proteina)
Controle 14,2 +0,7 2,0+0,2 181,6+9,3 0,1+0,0 1,4 +0,0 76,9 2,9
ED5 12,3+0,6 2,0+0,1 113'5121'7* 0,6+0,5 1,5+0,1 76,9+3,4
ED 7,5 13,5+0,8 2,1+0,3 1255475 0,8+0,7 1,5+0,1 76,2 2,4
ED 10 99+1,2 2,0+0,2 1342460 0,1+0,0 1,5+0,0 73,519
Cafeina 9,1+0,5 2,4+0,3 1222453 0,1+0,0 1,6 0,0 81,6 +3,3
Taurina 9,0+0,7 2,6+0,2 957+84 1,7+0,8 1,6 +0,0 78,6 +1,7
Caf/Tau 15,5+1,2 2,7+0,3 81,6+7,8 56+1,8 1,6 +0,0 80,2+1,3

A variacdo de peso corporal ao longo dos 28 dias de tratamento esta
demonstrada na figura 10. Pode-se observar que ndo houve alteracdo da

massa corporal relativa.
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FIGURA 10: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina 3,2 mg/kg,
taurina 40 mg/kg e associacdo de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg na
porcentagem de ganho de massa corporal relativa (n=10 grupos) (P= 0,953)

ANOVA de medidas repetidas.

N&do houve diferenca significativa no peso dos 6érgdos figado, rim e
adrenais: figado (P= 0,314), rim direito (P= 0,712), rim esquerdo (P= 0,866),

adrenal direita (P= 0,429), adrenal esquerda (P= 0,918) ANOVA de uma via.

TABELA 6: Efeito do tratamento subcrénico com bebidas energéticas 5
mL/Kg (ED 5), 7,5 mL/Kg (ED 7,5) e 10 mL/Kg (ED 10), cafeina (3,2 mg/kg),
taurina (40 mg/kg) e associacao de cafeina 3,2 mg/kg + taurina 40 mg/kg no
peso dos orgaos figado, rim e adrenal (n=10 grupos). Os dados representam a

meédia + EP da massa relativa do 6rgdo ANOVA de uma via.
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Figado (g) Rim direito (g) Rim esquerdo (g) Adrenal direita (g) Adrenal esquerda (g)
Controle 3,37+0,06 0,33+0,01 0,32+0,01 0,0070 +0,00042  0,0078 + 0,00029
ED5 3,34+0,07 0,33+0,01 0,32%+0,01 0,0078 +0,00059 0,0082 + 0,00068
ED 7,5 3,24+0,12 0,34+0,01 0,33%+0,01 0,0070 + 0,00034 0,0077 + 0,00054
ED 10 3,19+0,05 0,33+0,01 0,32%+0,01 0,0078 +0,00032 0,0079 + 0,00032
Cafeina 3,16+0,08 0,33+0,01 0,32+0,01 0,0071 +0,00040  0,0077 + 0,00043
Taurina 3,31+0,06 0,33+0,01 0,32+0,01 0,0072 +0,00040 0,0083 + 0,00045
Caf/Tau 3,26+0,05 0,33+0,00 0,32%+0,01 0,0065 +0,00055 0,0076 + 0,00048
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5. Discussao

Diante do aumento progressivo do consumo de bebidas energéticas
(HOWARD et al, 2010, McLELLAN et al, 2012; RATH et al, 2012), e da
caréncia de dados na literatura, que relacionam os energéticos em modelos in
vivo de comportamento e avaliacdo de enzimas antioxidantes contra a
producdo de radicais livres e, ainda, considerando que o impacto toxicoldgico
do consumo excessivo é desconhecido, objetivamos neste trabalho fazer uma
avaliacdo toxicoldgica, comparando diferentes doses de bebidas energéticas e

seus principais constituintes (cafeina e taurina) isolados ou em associacao.

Os resultados demonstraram que 0os comportamentos observados no
teste de toxicidade aguda variaram entre os diferentes tratamentos, mas a
associacdo de cafeina e taurina seguiu 0 mesmo padrdo de alteracdes na
ambulacdo observado com os tratamentos dos energéticos nas maiores doses
entre 30 e 120 min. O outro comportamento observado e que pode ser
relevante dentro do contexto de toxicidade é a taquipnéia, principalmente com
as doses menores de energético (ED 5 e ED 7,5), entretanto aos 120 minutos
também observou-se com a associacdo de cafeina e taurina. A taquipnéia pode
estar relacionada a um aumento da atividade cardiaca (KAMIER et al, 2010).
Alguns relatos mostram que a intoxicacdo por cafeina, presente nos
energéticos, pode ser clinicamente importante. O diagndstico é feito através da
apresentacao de sintomas, como inquietacdo, nervosismo, excitacao, insénia,
rubor facial, diurese, perturbacéo gastrointestinal, espasmos musculares, fluxo
desmedido do pensamento e do discurso, arritmia cardiaca, agitacdo

psicomotora, e periodos de inesgotabilidade. As propriedades estimulantes dos
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energéticos aumentam a frequéncia cardiaca e a pressao sanguinea, causando

palpitacbes (KAMIER, et al 2010).

Atualmente, ndo existe consenso a respeito dos valores de corte para
concentragbes no plasma de cafeina que pode resultar em diferentes
toxicidades. As concentracdes plasméticas de cafeina menores que 10 mg/L
sdo geralmente considerados seguras (LEE et al, 2015). Consumo diario de
240-300 mg de cafeina corresponde a ingestao de 3-7 mg/kg do peso corporal
em adultos, e a administracdo oral de 5 mg/kg de cafeina conduz a uma
concentragdo plasmatica de 10 ng/mL (50 uM) (DIAS et al, 2015). E importante
ressaltar que o grupo tratado apenas com cafeina ndo apresentou o respectivo
sinal de taquipinéia, entretanto a dose usada isoladamente corresponde aquela
encontrada na maior dose de energético (ED 10), que também ndo apresentou
estes sinais. A dose intermediaria de energético (ED 7,5) foi mais relacionada
ao estimulo do SNC, tais como aumento na ambulagdo, andar em circulos e

aumento do rearing.

O consumo de energéticos associados com bebidas alcodlicas
(PENNAY et al, 2012) cresceu a partir do ano de 2000 e pode causar
consequéncias indesejaveis (HANN et al, 2012, HOWLAND et al, 2010,
FERREIRA et al, 2004 B) incluindo o aumento do risco de acidentes e violéncia
(BERGER et al, 2013). Em 2010, a FDA determinou que a associacdo de
cafeina e alcool ndo é segura (MARCZINSKI, et al 2015). A partir destes dados
foi incluida neste trabalho a avaliagdo da toxicidade aguda de bebidas

energéticas e seus principais compostos associados ao alcool.
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Os resultados se mostraram interessantes e ao longo do tempo
observou-se um aumento na ambulag¢édo nos grupos tratados com ED 10, &lcool
+ ED 10 e alcool + cafeina e uma diminuicdo da ambulacdo nos grupos
tratados com alcool e alcool + taurina. Também se observou que a hipnose foi
maior nos grupos tratados com alcool + taurina demonstrando um efeito
sinérgico, ja que sdo duas substancias reconhecidamente depressoras do SNC
(CALABRO et al, 2012; COSTARDI et al 2015). Por outro lado, o aumento da
taquipnéia variou da seguinte forma: aos 30 min foi maior no grupo tratado com
a associagao entre alcool + cafeina + taurina, aos 60 min no grupo é&lcool +
cafeina e &lcool + cafeina + taurina e aos 120 min no grupo alcool + taurina e
alcool + cafeina + taurina. Estes resultados corroboram aqueles encontrados
no teste de toxicidade aguda sem a inclusdo de alcool, e de certa forma
permite inferir que na composi¢cdo dos energéticos, outros componentes além
da cafeina e taurina podem ser responsaveis por estas diferencas entre os
efeitos do energético e da associacdo de cafeina e taurina apenas. Alguns
trabalhos citam que o efeito estimulante da cafeina pode antagonizar os efeitos
sedativos do alcool, possivelmente levando ao aumento do consumo de alcool
e consequentemente aumentando os efeitos indesejaveis do alcool (HANN et
al, 2012, HOWLAND et al, 2010, FERREIRA et al B, 2004). Os individuos que
ingerem energéticos acreditam que sdo mais capazes de executar
comportamentos que exijam controle motor fino apesar de estarem debilitados
pelo alcool, mascarando os sintomas subjetivos da intoxicacdo alcodlica
(CURRY et al, 2009; SNIPES et al, 2013). Nossos resultados no teste de
toxicidade aguda corroboram estas observacdes, mas merecem ser mais bem

investigados.
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A partir destes resultados foi avaliada a neurotoxicidade subcronica

através de avaliagbes comportamentais e neuroquimicas.

No teste de toxicidade subcronica os animais foram tratados durante 28
dias com a maior dose de energético usada no teste de toxicidade aguda (ED
10) e com os padrdes cafeina e taurina isoladamente ou em associacdo. Nos
testes relacionados a avaliacdo de alteracdo motora (teste de Rota Rod e
atividade locomotora espontanea) nao foi observada diferengca significativa
entre os tratamentos em relacdo ao controle. Estes resultados foram
importantes, pois os testes de memadria usados neste estudo poderiam sofrer

interferéncia se 0s animais tivessem comprometimento motor.

No teste de Ox Maze considerado um teste de memoria e atencao
(ROJAS et al, 2015) os grupos tratados com cafeina e taurina isoladamente ou
em associacao tiveram um melhor desempenho nos principais parametros
avaliados. No teste de memdéria de reconhecimento de objetos, o grupo tratado
com a associacao de cafeina e taurina apresentou um aumento da memoria de
curta duracao. Estes resultados estdo de acordo com relatos da literatura onde
foi demonstrado que a atividade da taurina (BICHLER et al, 2006), e
principalmente da cafeina, € importante em tarefas que exijam atencao,
memoria e desempenhos mais rapidos em curto periodo de tempo (CHILDS et

al, 2014).

Doses moderadas de cafeina aumentam a vigilancia, aprendizado,
memoria e estados de humor (SMITH et al, 2013). O efeito da cafeina em
tarefas de atencdo € devido ao seu papel antagonista de receptores de

adenosina Al e A2 em areas de grande concentragcdo de inervacao
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dopaminérgica. O aumento da regulacdo da dopamina nas regides do cortex
pré-frontal, cértex do cingulo anterior e no talamo parece resultar no aumento
de vigilia, atividade motora, e aumento no desempenho em tarefas que exigem
respostas rapidas. Doses elevadas de cafeina aumentam a execucgdo de
tarefas que dependem da atencdo visual (BRUNYE et al, 2010). A cafeina
aumenta a habilidade de usar efetivamente pistas de alerta e inibe a influéncia
de acdes incompativeis de informacdo. A cafeina aumenta o desempenho em
tarefas que requerem atencdo e vigilancia sustentada, também tem efeitos

benéficos no controle executivo em geral (BRUNYE et al, 2009).

Nossos resultados demonstram mais uma vez que os efeitos observados
com a ingesta de bebidas energéticas ndo estdo relacionados somente a
presenca dos componentes cafeina e taurina, mas outros compostos presentes
nesta formulacdo energética usada neste estudo tais como: acglcares e

vitaminas do grupo B.

Apos 28 dias de tratamento procederam-se a avaliacdo dos
biomarcadores do estresse oxidativo nas estruturas coOrtex pré-frontal,
hipocampo e estriado: atividade das enzimas antioxidantes superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e a producao de
espécies reativas através da medida de diclorofluoresceina (DCFH) e contetudo

de tiois.

Os resultados demonstram que houve diminuicdo da atividade de
enzimas antioxidantes com consequente aumento da producdo de radicais
livres. Os resultados mais relevantes estédo relacionados com a associacao de

cafeina e taurina.
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Os resultados presentes no trabalho demonstram o papel da cafeina,
taurina e dos energéticos na modulacdo da protecdo do sistema nervoso
central contra o aumento da producédo de radicais livres. De modo geral, foi
verificada uma diminuicdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)
no cortex pré-frontal, hipocampo e estriado. Sendo esta enzima muito
importante para a conversdo de peroxido de hidrogénio a 4gua e oxigénio e,
que atua em conjunto com a enzima catalase para manter o equilibrio oxidativo
celular prevenindo danos a proteinas e ao DNA por acumulo de espécies
reativas de oxigénio. Por outro lado, a enzima superdxido dismutase (SOD)
mostrou estar aumentada no cértex pré-frontal e no hipocampo, e diminuida no
estriado. A enzima catalase (CAT) apresentou uma diminuicdo da atividade
apenas no hipocampo. O desbalanco das atividades enzimaticas foi
acompanhado pelo aumento da producdo de radicais livres no coértex pré-
frontal e hipocampo. Dessa forma, é evidenciado que o tratamento com taurina
e cafeina associadas promove um aumento do estresse oxidativo, aumentando
a producao de espécies reativas, que leva a um aumento da atividade da SOD,
produzindo mais H,0O,. Este, ainda fica em excesso, pois a CAT e GPx, por
estarem inibidas, parecem ndo serem suficientes para neutraliza-lo deixando

um excedente, capaz de promover dano celular.

A ingestao crbnica de café e de cafeina, além de aumentar a capacidade
de aprendizado e memadria, modula o sistema antioxidante cerebral de ratos.
Foi observado que o café e a cafeina diminuem a peroxidacdo lipidica,
aumentam a concentragdo de glutationa, um potente antioxidante endogeno,
bem como aumentam a atividade das enzimas antioxidantes glutationa

redutase e superoxido dismutase (ABREU et al, 2011).
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De encontro a estes resultados, receptores de adenosina estao
envolvidos na regulacdo da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS),
afetando a génese e o impacto de radicais livres em neurbnios e em outros
sistemas biolégicos (ABREU et al, 2011). A cafeina atua como um captador de
radicais livres hidroxila, prevenindo a peroxidacéo lipidica e inibindo o estresse
oxidativo. Dessa forma, o consumo a longo prazo de café e de cafeina tem um
efeito protetor, melhorando funcdes cerebrais como a memoria, através da
inibicdo do estresse oxidativo, tanto no encéfalo de ratos adultos quanto de
ratos mais velhos. A administracéo cronica de cafeina a ratos adultos previne o
déficit de memoria, estresse oxidativo, neuroinflamacdo e neurodegeneracdo
induzida por D-galactose. Assim, o consumo regular de cafeina poderia ser
benéfico para a saude humana por prevenir as doencas neuroldgicas
relacionadas a idade (ULLAH et al, 2015). O que ficou evidenciado em nossos
experimentos de memaria e atengdo, no qual os animais tratados com cafeina
obtiveram melhores desempenhos, eram mais atentos, e terminavam as tarefas

mais rapidamente, e associavam as pistas visuais a recompensa alimentar.

As espécies reativas de oxigénio (ROS) estdo envolvidas em dano
tecidual através de uma variedade de insultos. Estas substancias podem
diretamente danificar proteinas, DNA, lipideos e, portanto afetar todas as
funcdes celulares. Para isto as fun¢des das enzimas antioxidantes devem estar
em equilibrio celular, o que nao foi verificado em nossos resultados uma vez
que houve aumento de algumas enzimas e diminuicdo de outras com
consequente geracao de espécies reativas, o que pode tornar o encéfalo mais
vulneravel a danos (NOSCHANG et al A, 2009). Em ratos verificou-se que o

consumo de cafeina, associado ao estresse cronico, aumenta o dano de DNA
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no hipocampo. Indo de encontro a este dado, foi observado in vitro que tanto a
cafeina como os seus produtos catabdlicos teobromina e xantina, conduzem a
geragcao de radicais de oxigénio (SHAMSI & HADI 1995; AZAM et al, 2003;

NOSCHANG et al, 2009 B).

ZEIDAN-CHULIA et al (2013) demonstraram que a andlise de diferentes
parametros relacionados ao estresse oxidativo mostrou efeito antioxidante
induzido em células SH-SY5Y (células humanas de neuroblastoma) quando
tratadas com componentes de energéticos, especialmente com guarana e suas
combinacdes com cafeina e ou taurina, que € consistente com o alto potencial
antioxidante in vitro exercido pelo guarana. A diminuicdo dos niveis basais de
geracdo de radicais livres apds estes tratamentos pode ser resultado da sub-
regulacdo da defesa antioxidante enzimatica celular (por exemplo, pela

atividade da SOD e da CAT).

De fato, os efeitos da cafeina parecem estar relacionados com a dose
administrada, possuindo um efeito antioxidante em baixas doses, enquanto que
em altas doses o efeito torna-se pré-oxidante. Isto foi observado in vitro em
células epiteliais alveolares expostos a hiperoxia, com a concentracdo mais
baixa de cafeina (0,05 Mm) os niveis de H,O, diminuiram enquanto que a
concentracdo mais elevada (0,1Mm) aumentou os niveis de H,O, (TIWARI et
al, 2014). Este efeito pré-oxidante parece estar relacionado com a liberacao de
dopamina nas terminagcfes nervosas, conduzindo a uma subsequente geracao
de ROS (espécies reativas de oxigénio). Em um modelo in vitro, utilizando
células SK-N-SH incubadas com concentragdes ndo citotoxicas de cafeina e
metanfetamina, foi verificado um aumento da neurotoxidade mediados via

estresse oxidativo e ativacdo de vias apoptoéticas. In vivo, também foi
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observado que a cafeina potencializa os efeitos téxicos da metanfetamina. A
coadministracdo aumentou significativamente a taxas de letalidade em ratos

(SINCHAI et al, 2011).

A taurina é conhecida por estar envolvida em varios processos celulares,
incluindo a homeostase do célcio, protecdo contra a excitoxicidade do
glutamato e apoptose, inflamagéo, estresse oxidativo e epilepsia. Além disso, a
taurina possui alguns efeitos na neurogénese, como foi observado em um
estudo que o uso cronico da taurina aumentou a proliferacdo de células no giro
denteado, aumentou a sobrevivéncia de novos neur6nios, diminuiu 0 nimero

da micréglia em ratos idosos (GEBARA et al, 2015).

Como antioxidante, a taurina pode ser neuroprotetora contra o dano
oxidativo em varias condicbes patoldgicas, incluindo hipoxia, hipoglicemia,
isquemia, excitoxicidade e neurotoxicidade induzida por B-amiloide. Na
mitocondria, a taurina pode reduzir o estresse oxidativo, estimulando as
enzimas mitocondriais antioxidantes, regular a homeostase do calcio
mitocondrial e preservar a funcdo mitocondrial. Sendo um antioxidante eficaz, a
taurina detecta a producdo de espécies reativas de oxigénio e estimula

enzimas antioxidantes direta ou indiretamente (XU et al, 2015).

A taurina também esta relacionada com a recuperacdo do déficit de
memoria induzidos por alcool, pentobarbital, nitrato de sodio e cicloheximida
em ratos, sem quaisquer efeitos observaveis em outros comportamentos
incluindo a coordenacdo motora e atividades exploratoria e locomotora (KIM et
al, 2014). A administracdo intracerebroventricular de taurina protege contra o

prejuizo de aprendizagem induzido por hipoxia em ratos (YU et al, 2007). Além
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disso, a taurina administrada por via intravenosa melhora significativamente o
prejuizo de funcdo pds-lesdo por traumatismo cranio-encefalico (KIM et al,
2014). A suplementacdo com taurina também pode melhorar a perda de
discriminagdo visual dependente do envelhecimento em camundongos

(BROZOSKI et al, 2010).

Em experimentos utilizando a proteina B-amildide como agente
neurotoxico, foi observado que a taurina inibe fracamente a agregacdo da
proteina e tem efeito neuroprotetor, relacionado com a suas propriedades
antinflamatorias e antioxidantes. Além disso, pela ativacdo de receptores GABA
e glicina, a taurina inibe a excitotoxicidade causada por B-amiléide, que induz a
ativacdo da transmissao glutamatérgica. A taurina também parece atenuar a
morte de células neuronais associada a abertura do poro de permeabilidade
mitocondrial transitorio, disfungcdo mitocondrial e geracdo intracelular de

espécies reativas de oxigénio (KIM et al, 2014, MENZIE et al, 2013).

Neste trabalho demonstrou-se que em relacdo aos tratamentos, foi
evidente que a associacdo cafeina + taurina, mesmo nas concentracdes
presentes na maior dose de energético, apresentou um efeito maior. Isto pode
estar relacionado com a presenca de outros componentes nos energeéticos, que
interferem na modulacdo dos efeitos causados apenas pela associacdo de

cafeina e taurina.
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6. Conclusao

A avaliacdo da neurotoxicidade dos energéticos revelou que:

Os comportamentos observados no teste de toxicidade aguda variaram
entre os diferentes tratamentos, mas a associacdo de cafeina e taurina seguiu
0 mesmo padréo de alteracdes encontradas no grupo tratado com energéticos,
embora a dose intermediaria (7,5 mL/Kg) foi a que apresentou maior niamero

de sintomas relacionados a toxicidade.

Quando associou-se alcool aos energéticos ou taurina e cafeina
demonstrou-se que a associacdo com cafeina e taurina levou a observacédo de
sinais de toxicidade mais intensos, acentuando tanto os efeitos estimulantes da
cafeina quanto os depressores da taurina, diferindo daqueles observados com

a associacao de alcool e energético (ED 10).

No teste de toxicidade subcronica demonstrou-se que em testes que
exigem memoéria e atencdo, 0s grupos tratados com cafeina e taurina
isoladamente ou em associacdo tiveram um melhor desempenho nos
parametros avaliados no teste de Ox Maze e no teste de memdéria de
reconhecimento de objetos, o grupo tratado com a associacdo de cafeina e
taurina apresentou um aumento da memoria de curta duracdo. Estes
resultados séo independentes de alteracfes na atividade locomotora, avaliada

através do teste de rota Rod e atividade locomotora espontanea.

Nos testes bioquimicos verificou-se que os resultados obtidos com a
associacdo de cafeina e taurina foram os mais relevantes, pois levou a uma
diminuicdo da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx) no cortex preé-

frontal, hipocampo e estriado. Por outro lado, a enzima superéxido dismutase
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(SOD) mostrou estar aumentada no cortex pré-frontal e no hipocampo, e
diminuida no estriado. A enzima catalase (CAT) apresentou uma diminui¢cao da
atividade apenas no hipocampo. O desbalanco das atividades enziméticas foi
acompanhado pelo aumento da producdo de radicais livres no coértex pré-
frontal e hipocampo. Portanto, estes resultados demonstram que houve
diminuicdo da atividade de enzimas antioxidantes com consequente aumento

da producéo de radicais livres.

Em todos os testes foi evidente que a associacdo cafeina + taurina,
mesmo nhas concentracdes presentes na maior dose de energético, diferiu dos
efeitos da administracdo apenas do energético. Isto pode estar relacionado
com a presenca de outros componentes nos energéticos, que interferem na

modulacao dos efeitos causados apenas pela associacao de cafeina e taurina.

Considerando os resultados obtidos, as bebidas energéticas exercem
alguns sintomas neurotoxicos por aumentarem a taquipinéia, ambulacdo e
exploracdo, principalmente devido a presenca da cafeina, e quando em
associacdo a bebidas alcodlicas diminuem alguns sintomas depressores do
alcool. Pode-se também relacionar melhor desempenho em tarefas que exijam
maior atencdo e memoéria. Entretanto ha um desequilibrio de enzimas
protetoras contra a producédo de radicais livres e aumento de espécies reativas,
0 gue pode ocasionar maior suscetibilidade a danos ao DNA, e proteinas
gerando estresse oxidativo. Estando estes fatores relacionados principalmente
aos compostos presentes em maior concentragcdo nos energéticos, tais como

cafeina e taurina.
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O uso excessivo de bebidas energéticas isoladamente ou em
associacdo a bebidas alcodlicas pode tornar o individuo mais propenso a
injurias causadas pelo estresse oxidativo, e desequilibrio oxidativo, como

também a fatores neurotdxicos.

Mais estudos devem ser realizados para esclarecer o potencial dano da
ingesta somente de energéticos ou associados ao alcool, principalmente em

jovens, que sdo 0s maiores consumidores.
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