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Resumen

Las bebidas energizantes incluyen combinaciones de electrolitos, cafeina o
estimulantes para brindar energia al organismo y ayudar a realizar distintas actividades.
Pero su consumo indebido puede traer consecuencia a la salud humana. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el efecto genotdxico y teratogénico in vivo de una bebida
energizante de marca comercial. Se emplearon ratones machos y hembras de la linea
Arabe los cuales fueron provistos de alimento especial para roedores y la bebida
energizante sola y combinada con una bebida alcohdlica ad libitum. Se evalué el efecto
citogenotéxico en sangre periférica de los roedores por medio del ensayo de
micronucleos. Transcurrido el tiempo de gestacion del ratdn hembra, las crias vivas o
muertas fueron analizadas morfolégicamente. Como control positivo se uso la ifosfamida.
Los analisis estadisticos (ANOVA vy la prueba de Dunnett p<0.05), permitieron establecer
que los tratamientos tenian diferencias significativas tanto en el andlisis de la toxicidad y
genotoxicidad en células sanguineas de ratén Arabe. No hubo efectos teratogénicos en
las crias de los ratones. En conclusion: los componentes quimicos de la bebida
energética provocan dafio clastogénico y son ligeramente téxicos en células de sangre
periférica del ratén Arabe. La mezcla de la bebida energizante con vodka es clastogenica
y citotoxica. El consumo prolongado de vodka mostré efectos genotéxicos y citotdxicos

en las células sanguineas de los ratones.

Palabras clave: Sangre periférica, ratéon Arabe, células policrométicas, células

normocromaticas.
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Abstract

Evaluation of the Cytogenotoxicity and Teratogenicity of an energy drink in
peripheral blood of Arabic mouse by the micronucleus test.

Energy drinks include combinations of electrolytes, caffeine or stimulants to provide
energy to the body and assist in various activities. But their abuse can bring to human
health consequences. The aim of this study was to evaluate the genotoxic and
teratogenic effect in vivo of an energy drink known commercial brand. Adult male and
female Arabic mice were used; they were housed in groups of five and had free access to
food, an energy drink, vodka, an energy drink mix with vodka and water ad libitum.
Genotoxic effect was evaluated in peripheral blood of rodents using the Micronucleus
Test. After the gestation period and birth of mice, living or dead offspring were analyzed
morphologically. Ifosfamide was used as a positive control. Statistical analysis (ANOVA
and Dunnett's test p <0.05), allowed to establish that the treatments had significant
differences in the toxicity and genotoxicity in Arabic mouse blood cells. In the analysis
there was no death or teratogenic morphological and physiological damage in offspring.
There were no teratogenic effects in offspring of mice. In conclusion: The chemical
components of the energy drink cause clastogenic damage and are slightly toxic to Arabic
mouse peripheral blood cells. The mixture of energy drink and vodka is clastogenic and
citotoxic. Long-term consumption of vodka showed genotoxic and cytotoxic effects in

blood cells of mice.

Key words: Peripheral blood, Arabic mouse, polychromatic cells, normochromatic cells.
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Introduccion

En el ambito internacional, la evaluacion genotdxica de alimentos sintéticos es un
requisito de caracter obligatorio y, aunque no existe un consenso generalizado sobre qué
tipos y qué cantidad de ensayos de genotoxicidad deben realizarse, existen criterios
coincidentes para clasificar en genotéxicos o no, a los productos quimicos, de acuerdo a
los resultados obtenidos mediante dichos ensayos. El uso de las células de sangre
periférica de ratén han sido usadas para pruebas citogenéticas desde hace cinco
décadas. Este sistema tiene una base de datos muy grande con una extensiva lista de
agentes quimicos probados (1) En el presente siglo esta prueba citogenética ha sido
utilizada para monitorear la citogenotoxicidad en algunos farmacos, alimentos y bebidas
que se introduciran al mercado (2,3).

Desde hace algunos afios el mercado internacional se ha inundado de las bebidas
que han sido denominadas energizantes las cuales, segun sus productores, fueron
creadas para incrementar la resistencia fisica, proveer reacciones mas veloces y mayor
concentracion, aumentar el estado de alerta mental, evitar el suefio, proporcionar
sensacion de bienestar, estimular el metabolismo y ayudar a eliminar sustancias nocivas
para el cuerpo (4,5).

La base de sus “cualidades energéticas” se atribuyen a dos ingredientes
principales: la taurina y la cafeina. También contienen diferentes ingredientes adicionales
donde sobresalen la guarana, el ginseng, la glucuronolactona y diferentes vitaminas del
complejo B (4).

Algunos estudios han demostrado que la cafeina puede tener efectos adversos
para la salud. Sobre todo a dosis altas. Promoviendo la diuresis y natriuresis (6), asi
como la reduccidn de la sensibilidad insulinica (7), y eleva la tension arterial (8).

En México, el 60% de los jovenes entre los 16 y 30 anos son los que consumen
las bebidas energizantes combinandolas con alcohol, poniendo en riesgo su vida. Segun

una investigacién realizada por la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
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Sanitarios (COFEPRIS), los jovenes toman hasta 2 -2 Litros de estas bebidas en cada una

de sus salidas en la noche (9).

Dentro de las Normas mexicanas se considera que los productos de uso médico y
para consumo alimenticio para la poblacién humana, deben someterse a pruebas de
citogenotoxicidad o mutagenicidad para prevenir riesgos a la salud (9).

Sin embargo, no se tienen estudios genotdxicos, ni teratogénicos concretos acerca
de las posibles secuelas que estas bebidas puedan tener. Es por ello necesaria la
realizacion de estudios sobre los posibles dafios que estas puedan causar a las siguientes
generaciones teniendo como pauta los estudios recientes acerca de las enfermedades a
nivel: sistema nervioso, digestivo y cardiaco.

Por todo esto en este trabajo se planted el siguiente objetivo: analizar la
consecuencia del consumo de esta bebida a nivel citogenotéxico y teratogénico en

sangre periférica de ratén de la cepa Arabe.
Materiales y Métodos

Animales y Bebida

Para evidenciar la actividad genotdxica y teratogénica se utilizaron 25 ratones de
la cepa Arabe de ambos sexos, con un peso aproximado entre 20-30 gramos, con edad
de 9 semanas, estos animales fueron proporcionados por la tienda +KOTA sucursal
Galerias, Atizapan.

El trato y el mantenimiento de los animales siguieron los protocolos establecidos
por la Norma Oficial Mexicana 3R (NOM-062-Z00-1999): Especificaciones técnicas para
la produccidn, cuidado y uso de los animales de laboratorio.

Los ratones fueron puestos en condiciones de laboratorio. Después de una semana
de aclimatacion, los organismos fueron divididos en cinco lotes. Cada lote con cinco

ratones.
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Todas las bebidas evaluadas fueron obtenidas en un supermercado: latas de la

bebida energizante (marca comercial conocida) con contenido neto de 235 ml, numero
de lote 11E002013 vy un contenido energético de 411 KJ (98kcal) (Tabla 1) y una
botella de Vodka (origen Ruso, importado ) (43% de alcohol) con contenido neto de 950

ml.
Disefio experimental

Los lotes fueron distribuidos de la siguiente manera: un control negativo
administrado solo con agua destilada ad libitum; un control positivo que correspondié a
la exposicion en 0.3 ml de ifosfamida que se aplicé solo una vez a los ratones de forma
intraperitoneal y que corresponde a una dosis de concentracion de 60 mg/Kg de peso. Se
eligié a la ifosfamida (Ifex®) como control positivo por ser un agente alquilante que
produce un incremento en la frecuencia de micronucleos en eritrocitos policromaticos a
24 y 48 hs de exposicion en sangre de ratéon (10). Finalmente se disefiaron tres lotes
experimentales que fueron asignados de la siguiente forma: 1) a la exposicién solamente
con la bebida energizante; 2) la bebida energizante combinada con vodka en una
proporcion 3:1 y 3) solo con vodka. Cada uno de los tratamientos fue administrado por
un periodo de 30 dias de forma ad libitum. Se considero que cada ratén consumia
aproximadamente entre 5 a 6 ml diarios de la bebida expuesta en cada lote por lo que

los bebederos fueron suministrados con 30 ml diarios para cada tratamiento.

Posterior a la administracion de las bebidas, se procedié a extraer sangre
realizando una puncidén en la zona caudal de los ratones a las 24, 48 y 72 hs. y a los 15,
16 y 17 dias. La gota de sangre fue colocada sobre una laminilla y se procedi6 a realizar
un frotis (tres laminillas por ratén). Inmediatamente se fijaron las muestras con metanol.
Las laminillas fueron sometidas a un tren de tinciéon de hematoxilina/eosina por 10

minutos.

Las células policromaticas y normocromaticas de la sangre periférica de los

ratones fueron contabilizadas auxiliandose de un microscopio O6ptico Motic Bl vy
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posteriormente fotografiadas con una camara digital Moticam acoplada a una

computadora. En donde se observé un total de 2000 células entre policromaticas (CP) y
normocromaticas (CN) y la frecuencia de micronlcleos (MCN) en células policromaticas
(MCNCP) por ratén y por dia. El porcentaje (%) de toxicidad se calculé de la siguiente
manera: % Toxicidad: [No de CP/No de CN] X 100 y % Genotoxicidad: % MCN= No. de

MCN en CP /2000 células totales X 100 (11, 12, 13, 14, 15,16).

Los datos se organizaron en tablas y los resultados promediados fueron analizados
estadisticamente con la prueba paramétrica ANOVA de un factor y una prueba de

comparacién multiple conocida como Dunnett (p<0.05) (17).

Analisis teratogénico

Se considero un tiempo de gestacion aproximado en el raton de la cepa arabe de 28 dias,
transcurrido este tiempo, las crias nacieron y se registraron los siguientes datos: Numero
de crias vivas, numero de crias muertas, danos fisiolégicos (en caso de presentarse

alguno) y resultado de autopsia de las crias muertas (18).

Resultados

Con la finalidad de resolver siguiente cuestion ¢Por qué el consumo de la bebida
energética provoca citogenotoxicidad y/o efectos teratogénicos en ratdén arabe?, los
promedios de cada uno de los tratamientos, tanto en la determinacion del % de
toxicidad y del % de genotoxicidad, fueron evaluados por un andlisis de varianza
(ANOVA ) de un factor. Los resultados de esta prueba fueron: F(ops)=2.26 >

Fo 0056 51=1.84 y F(ops= 11.68 > F* %92, 5,=1.84 para él % de toxicidad y él %
de genotoxicidad, respectivamente. Estos resultados muestran que hubo alguna
diferencia significativa entre las medias de los tratamientos. Por tanto, se procedi6 a la
aplicacién de la prueba de comparacién Mdultiple de Dunnett utilizando un nivel de

confianza de a 0.05 (Tabla 2). Asi se determind que en las células de la sangre periférica
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de los ratones hubo un incremento significativo en él % de la toxicidad por el consumo

durante 16 dias de la bebida energizante (Fig. 1A). En el tratamiento de la mezcla de la
bebida energizante con vodka (3:1) la toxicidad en la sangre de los roedores se
incremento a los 15 y 16 dias de estar consumiendo dicha mezcla (Fig. 1B). En el
consumo de vodka el incremento de toxicidad en la sangre de los ratones inicio a las 24
horas hasta los 16 dias de haber estado expuestos a esta bebida (Fig. 1C).

Con respecto a los datos del % de genotoxicidad, los tres tratamientos mostraron
un incremento significativo en la frecuencia de micronucleos en las células policromaticas
de la sangre de los roedores. El consumo de la bebida energizante por 72 hs incrementa
significativamente la frecuencia de micronucleos (Fig. 2A). Fue notable observar que en
el tratamiento de la mezcla de la bebida energizante con vodka tuvo un incremento
significativo en un promedio de 0.515 en la frecuencia de micronucleos en las células
policromaticas de los roedores (Tabla 2; Fig. 2B), este promedio fue muy similar entre
las frecuencias de micronucleos del tratamiento con la bebida energizante (0.23) y el
tratamiento con vodka (0.91) administrados individualmente (Tabla 2). Finalmente el
tratamiento con vodka tuvo diferencias significativas con la media del control negativo
(agua destilada) y que de acuerdo a los resultados de la prueba de Dunnett, el efecto es
notable a las 72 hs después del consumo de esta bebida por los ratones (Fig.2C).

Para dar un seguimiento de la funcionalidad del experimento se empled como
control positivo a la ifosfamida(19). Este es considerado un agente quimico clastogénico
(20), lo cual fue confirmado en el presente estudio (Tabla 2).

Después del tiempo de gestacion de las hembras expuestas a los tratamientos,
tuvieron alumbramientos entre 4 a 9 crias las cuales nacieron vivas y sin ningun

problema morfoldgico o fisioldgico.
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Analisis de Resultados

La citotoxicidad puede ser determinada por la tasa de disminucion o aumento de
la proporcién de células policromaticas entre las células normocromaticas en sangre
periférica de ratones. En este estudio es evidente que la bebida energizante por si sola y
su combinacién con vodka, y el consumo solo de vodka aumentaron significativamente la
proporcion de estas células con referencia a un grupo control expuesto solo al consumir
agua destilada. Esto demostrd, que las bebida energizante y el vodka tienen un efecto
estimulador en la sintesis y multiplicacion de eritrocitos. Este efecto podria ser causado
por la bebida energizante ya que esta contiene vitamina B12 que es un factor necesario
en la producciéon de globulos rojos, puesto que las células madre de la médula oOsea
deben multiplicarse muy radpidamente para producir glébulos rojos, la falta de vitamina
B12 origina anemia (21). De tal forma que permitid inferir, si los eritrocitos derivan de
las células madre (médula dsea) conocidas como hemocitoblasto, entonces, la bebida
tiene algunos componentes quimicos que se relacionan a la eritropoyetina, que es una
hormona de crecimiento producida en los tejidos renales, y que estimula a la
eritropoyesis, que a su vez es responsable de mantener una masa eritrocitaria en un

estado constante (22).

Este tipo de bebidas suelen contener una concentracién alta de sales (sodio 1.8
g), esto causo la presencia abundante de células de eritrocitos crenados en los

tratamientos con la bebida sola y mezclada con vodka.

Actualmente se sabe que la cafeina por si sola es capaz de inducir dafio
cromosomico en células de mamiferos in vitro. Este dafio genético fue evaluado usando
la prueba de micronlcleos in vitro (23). En el presente estudio la mezcla de los
compuestos cafeinicos (0.2 %) y taurinicos (800 mg), contenidos en la bebida
energizante (Tabla 1), podrian ser los causantes en el aumento de la frecuencia de

micronucleos en células policromaticas, provocando en estas células dafios clastogénicos
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0 aneugénicos. Uno de las consecuencias o relacién de estos dafios estan asociados a la

formacion o predisposicion a algun tipo de cancer.

Choy y colaboradores en el afio de 1995, demostraron los efectos inhibitorios del
etanol en la induccion de microntcleos de ratones CD1 expuestos a uretano con
dosificaciones de 2500 mg/kg de etanol; el uretano es uno de los compuestos
nitrogenados genotoxicos comun en bebidas alcohdlicas (24). Este proceso de inhibicion
de la frecuencia de micronucleos no sucedidé en este estudio. Como se observa en la Fig.
3C vy en la Tabla 2 la bebida energizante mezclada con vodka y en el grupo tratado solo
con vodka presentaron efectos de toxicidad y genotoxicidad muy significativos, es decir,
que la cafeina, la taurina y el alcohol etanol (43%) coadyuvan para provocar el
incremento de micronucleos. De esta observacion trae como sugerencia evitar consumir

bebidas alcohdlica mezcladas con alguna bebida energizante.

En cuanto a los efectos teratogénicos se pudo observar que la bebida energizante,
la bebida alcohdlica y la mezcla de estas dos, no provocan teratogenicidad, ya que las

crias nacieron sanas y sin dafios fisioldgicos.

Conclusiones

La genotoxicidad y toxicidad de la bebida energética sobre las células de sangre
periférica del ratdn Arabe se debe a los componentes quimicos que contiene esta bebida,
como son la cafeina, la taurina y el complejo de vitaminas B.

Las bebidas alcohdlicas con un alto grado de alcohol (43%) solas y mezcladas con
bebidas energizantes son clastogénicas o aneugénicas y toxicas.

Los resultados obtenidos en este estudio y de acuerdo a la literatura los efectos
clastogénicos o aneugénicos que tiene esta bebida y su combinaciéon con alcohol, ,
tienen como consecuencia la asociacién a cancer y a enfermedades celulares.

Esta bebida energizante no provoca teratogenicidad,

Debido a que las células humanas tienen un sistema metabdlico muy parecido a
las células de estos roedores, estas conclusiones podrian ser parcialmente aplicables o

deducibles al sistema humano.
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Tabla 1. Contenido de la bebida energizante sefialados en la latas utilizadas para este

estudio.
Compuesto Cantidad
Proteinas 09¢g
Sodio 1.8¢g
Carbohidratos 20.3 g
De las cuales azucares | 19.1g
Grasas 2.0g
Cafeina 0.2 %
Taurina 800 mg
Fibra dietética 1.2 g
Guaranad 5.8%
Glucuronolactona 480 mg
Inositol 40 mg
Niacina 90% VNR
Vitamina B6 90% VNR
Vitamina B12 90% VNR
Acido Pantoténico 90% VNR

Tabla 2. Efecto sobre la proporcién de células policromaticas y células normocromaticas
(%T) y en la frecuencia de micronucleos (%G) en células policrométicas de sangre
periférica de ratén Arabe por el consumo de un bebida energizante sola, mezclada con
vodka y solo vodka. *Diferencia significativa p <0.05 en Prueba ANOVA de un factor y
**Multiple de Dunnett con control negativo. Promedio de 8000 células entre un
tratamiento y su repeticién.

CEP/CENX100
% MCNCEP/2000X100
TRATAMIENTO Toxicidad - D.E
i + D.E % Genotoxicidad -

Control negativo H,0 7.55 + 1.33 0.025 + 0.01
Control positivo Ifosfamida 60 mg/Kg 24 Hs. 6.07 £ 0.33 0.987 £ 0.43*
B. ENERGIZANTE 24 Hs 45.00 £ 29.9* 0.20+0.0

B. ENERGIZANTE 48 Hs 46.25 £ 28.8* 0.26 £ 0.09%*
B. ENERGIZANTE 72 Hs 40.75 + 10.21 0.40 £ 0.21**
B. ENERGIZANTE 15 dias 55.00 + 16.5%* 0.22 £ 0.1

B. ENERGIZANTE 16 dias 80.75 £ 16.1** 0.15 £ 0.12

B. ENERGIZANTE 17 dias 41.25 + 8.18 0.17 £ 0.14

B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 24 Hs 55.50 £ 29.5% 0.46 £ 0.11**
B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 48 Hs 29.20 £ 9.25 0.52 £ 0.17**
B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 72 Hs 33.25 £ 15.3* 0.69 £ 0.10**
B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 15 dias 61.00 £ 22.6%* 0.42 + 0.20**
B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 16 dias 80.25 + 23.3** 0.62 £ 0.14**
B. ENERGIZANTE MEZCLA VODKA 17 dias 61.00 £ 4.7% 0.40 £ 0.12**
VODKA 24 Hs 78.00 £ 19.9** 0.88 £ 0.15%*
VODKA 48 Hs 51.50 + 39.9% 1.02 £ 0.14%*
VODKA 72 Hs 61.50 £ 27.9% 1.03 £ 0.11%*
VODKA 15 dias 69.20 + 14.0** 0.73 =+ 0.09*
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Fig. 1. Valores de la proporcidon entre células policromaticas y células normocromaticas
en sangre periférica de raton Arabe expuestas a una bebida energizante comercial sola
(A) y mezclada con vodka (B) y solo con vodka (C). Datos promedio y su desviacion
estandar de 8000 células entre un tratamiento y su repeticion. *Diferencia significativa p
<0.05 en Prueba ANOVA de un factor y **Multiple de Dunnett con control negativo.
Promedio de 8000 células entre un tratamiento y su repeticién.
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Fig. 2. Valores de la frecuencia de micronucleos en células policromaticas en sangre
periférica de ratén Arabe expuestas a una bebida energizante comercial sola (A) y
mezclada con vodka (B) y solo con vodka(C). Datos promedio y su desviacion estandar
de 8000 células entre un tratamiento y su repeticion. *Diferencia significativa p <0.05 en
Prueba ANOVA de un factor y **Mdltiple de Dunnett con control negativo. Promedio de
8000 células entre un tratamiento y su repeticion.
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