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INTRODUCCION

Deterioro cognitivo

La esperanza de vida ha ido en aumento de manera considerable durante el Gltimo
siglo en los paises occidentales, y de forma notable en todo el mundo, con lo que el porcentaje
de personas mayores ha aumentado considerablemente (Rao y Shaji, 2007). El
envejecimiento de la poblacion representa un logro histérico, donde la sociedad tiene ahora
el lujo de una mayor esperanza de vida. Desde la segunda mitad del siglo XX, las tendencias
principales han sido el declive de la fertilidad y la urbanizacion, lo cual, junto con una mejora
en la salud y la longevidad ha generado que la proporciéon de gente mayor de 65 afios
incremente en todo el mundo. Concretamente, Europa ha tenido la mayor proporcion de
poblacion de 65 afios en adelante durante varias décadas y se cree que seguird siendo el lider
en lo que queda de siglo XXI (Kinsella, 2000). De hecho, el grupo poblacional que esta
aumentando considerablemente en las ultimas décadas es el de los adultos mayores de 85
afios, y estos fendémenos se observan en mayor medida en las areas de desarrollo mas rapido,
como América Latina, China e India (Rao y Shaji, 2007).

Sin embargo, una mayor esperanza de vida no es sinénimo de mayor calidad de vida
de los adultos mayores. El crecimiento constante de las poblaciones de ancianos conlleva a
un empeoramiento en las condiciones de salud mental, las cuales son una causa importante
de morbilidad y mortalidad prematura para las personas mayores. A lo largo del
envejecimiento, se producen cambios en la estructura y la funciéon del cerebro que pueden
producir un deterioro cognitivo, de forma que se puede afirmar con certeza que la funcion
cognitiva empeora con la edad. Ademas, el avance de la edad suele conllevar una
acumulacion de enfermedades sistémicas, las cuales pueden agravar el deterioro cognitivo,
de forma que resulta imprescindible distinguir los efectos del cambio patologico y del
envejecimiento normal (Benton & Sivan, 1984). El envejecimiento normal se define segiin
el Instituto Nacional sobre el Envejecimiento como todos los cambios que se producen en el
transcurso de la vida de una persona sana. Las teorias mas comunes sobre el envejecimiento
normal proponen aumentos lentos en el dafio del ADN con los afios, la pérdida progresiva
del control de la calidad de las proteinas y/o pérdida de la capacidad regenerativa de las
células madre (Liu et al., 2017). En cuanto a términos de aptitud cerebral, durante el
envejecimiento normal se observan reducciones en funciones cognitivas especificas como la
velocidad mental, la funcion ejecutiva y la memoria episodica (Nyberg et al., 2012). En
ocasiones, estas alteraciones pueden tener repercusiones en funciones cognitivas mas
complejas como la toma de decisiones (Glisky, 2007). No obstante, las habilidades verbales
y el conocimiento del mundo generalmente se conservan (Park & Reuter-Lorenz, 2009). De
hecho, el envejecimiento no afecta de la misma forma a todos los tipos de memoria, ya que
se ha descrito que el conocimiento de la informacidn adquirida no disminuye (si no que puede
aumentar), al igual que el lenguaje y las habilidades visuoespaciales, que estan relativamente
intactos. Por el contrario, la integracion de nueva informacion si que se ve afectada de forma
negativa (Geda, 2012). Uno de los principales sintomas del envejecimiento es la demencia,
cuya definicion fue publicada en 1980 por la Asociaciéon Estadounidense de Psiquiatria



(American Psychiatric Association, 2013), y sefala que el diagnostico debe limitarse a “los
casos en los que exista una clara evidencia de un deterioro progresivo y significativo del
funcionamiento intelectual y social u ocupacional”. En la demencia, el deterioro progresivo
de las funciones cristalizadas tiene como consecuencia una pérdida en la calidad de vida del
paciente. Estos pacientes tienen dificultades mayormente en el procesamiento de la
informacion, la recuperacion y la velocidad. Actualmente, en cuanto a la prevalencia
estandarizada de la demencia por edad para personas mayores de 60 afios, ésta se encuentra
entre el 5% y el 7% alrededor del mundo, siendo en Espaiia del orden del 3,9% (Lobo et al.,
2007). Para el afio 2050 se prevee que el nimero de personas que padecen demencia en todo
el mundo supere los 135 millones (Wei et al., 2017). No obstante, debido a que todavia no se
ha demostrado que exista algin tratamiento eficaz para ninguna de las demencias
degenerativas, es importante el control de los factores de riesgo. Los tratamientos comunes
para el deterioro cognitivo que supone el envejecimiento incluyen medicamentos como
inhibidores de la colinesterasa (donepezil, rivastigmina, galantamina), sumplementos
dietéticos y vitaminas, asi como rutinas de ejercicio, entrenamiento cognitivo y rehabilitacion
(Fitzpatrick-Lewis et al., 2015).

En la mayoria de los casos, el deterioro cognitivo ocurre de forma continua,
comenzando con el deterioro cognitivo propio del envejecimiento, seguido del deterioro
cognitivo leve (DCL) y terminando con algtn tipo de demencia (Pottie et al., 2016). Por ende,
el DCL es un estado intermedio entre el deterioro cognitivo propio del envejecimiento y la
demencia, que en muchos casos supone una fase prodrémica del sindrome demencial
(Petersen et al., 1999), ya que mas de la mitad de las personas que tienen DCL progresa a la
demencia en 5 afios. Las personas que sufren esta condicion presentan problemas de memoria
mayores que lo esperado para la edad del individuo y su nivel educativo, pero sin interferir
de forma notable con las actividades de la vida diaria, a diferencia de lo que ocurre con la
demencia (Gracia et al., 2017). Aunque se ha determinado una prevalencia de DCL entre el
5,0 y el 36,7% en todo el mundo (Sachdev et al., 2015), esta misma varia debido a factores
como el punto de corte utilizado para definirlo, la edad en la evaluacion inicial y la duracion
del seguimiento (Manly et al., 2008). Comtinmente, se evalia utilizando herramientas de
deteccion como el Mini-Examen del Estado Mental (MMSE), que tiene un rango de
puntuacion bruta de 0 a 30. Por debajo de 23 indicaria un posible deterioro cognitivo, y entre
24 y 25 para indicar demencia, aunque el limite especifico varia segiin la edad y el nivel de
educacion (Lin et al., 2013). El subtipo amnésico de deterioro cognitivo leve podria constituir
una etapa prodromica de la misma, ya que tiene un gran riesgo de progresion a la enfermedad
de Alzheimer. Sin embargo, también existe un modelo de deterioro cognitivo sin demencia
(CIND), que puede progresar o no a la demencia. Abarca muchos trastornos, desde el
deterioro circunscrito de la memoria hasta el consumo crénico de alcohol y drogas,
enfermedades psiquiatricas, retraso mental y patologias vasculares (Gauthier et al., 2006).
No obstante, cabe destacar que, en el DCL, las tasas de reducciones volumétricas corticales
son mas del doble que en el envejecimiento saludable en grandes areas de la corteza cerebral,
y que en el Alzheimer existen tasas de reduccion de hasta tres veces mayores (Figura 1)
(Anders et al., 2014).
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Figura 1. Diferencias en las tasas de atrofia cortical entre ancianos sanos (izquierda) y deterioro cognitivo
leve/enfermedad de Alzheimer (derecha) (Fjell et al., 2014).

Ha habido muchos intentos para definir la entidad clinica en la disfuncion de las
capacidades cognitivas relacionadas con el envejecimiento. En 1982 fueron publicados dos
sistemas de estadificacion clinica que se utilizan atin en la actualidad para evaluar los limites
del envejecimiento y la demencia. Estos son el indice de demencia clinica (CDR) (Hughes et
al., 1982) y la escala de deterioro global para el envejecimiento y la demencia (GDS)
(Reisberg et al., 1982). Los criterios de investigacion para el DCL incluyen la presencia de
dos o mas alteraciones entre las que se encuentran el deterioro de la memoria funcién
gjecutiva, atencion o velocidad de procesamiento, habilidades perceptivo-motoras y lenguaje
(Menéndez et al., 2013).

Fisiopatologia del envejecimiento

Existen varios modelos explicativos de la dinamica de la actividad neurocognitiva en
adultos mayores basados en activaciones cerebrales diferenciales, entre los que encontramos
el modelo HERA (Right Hemiaging Model; Cabeza, 2001) y el modelo HAROLD
(Hemispheric Asymmetry Reduction in Older Adults; Cabeza, 2002). El primero se basa en
hallazgos conductuales, sosteniendo que la vejez provoca una mayor reduccion de las
funciones del hemisferio derecho en comparacion con las del izquierdo (Mittenberg et al.,
1989; Dolcos et al., 2002). La principal explicacién de este fendémeno se encuentra en la
menor porcentaje de materia gris en el hemisferio derecho en adultos mayores (Gur et al.,
1987). A pesar de esta diferencia entre las capacidades verbales y espaciales en el
envejecimiento, los déficits cognitivos principales asociados a la edad se producen al aplicar
tareas nuevas sin poseer un conocimiento previo (Gerhardstein et al., 1998). Sin embargo, el
modelo HAROLD predice que la actividad del cortex prefrontal (CPF) tiene una menor
tendencia a la lateralizacion en personas mayores que en jovenes (Cabeza, 2002). Ademas,
esta reduccion de la asimetria funcional también se experimenta en regiones subcorticales,
ya que las personas jovenes activan de forma selectiva el hipocampo izquierdo, y los adultos
mayores activan los dos hipocampos en tareas de memoria episédica (Maguire y Frith, 2003).
Este proceso se conoce como desdiferenciacion, que es contraria a la diferenciacién que
ocurre en la infancia, y supone que la activacion bilateral en las personas mayores dificulte



que se incorporen mecanismos neurales especializados (Li, Lindenberger y Sikstrom, 2001).
Se ha comprobado que esta disminucion en la asimetria puede deberse a una competencia en
la inhibicién mutua entre ambos hemisferios a través del cuerpo calloso, debido a un deterioro
en la anatomia del mismo en personas mayores (Abe et al., 2002). En cualquier caso, resulta
indiscutible que exista una reduccion en el volumen cerebral bruto a lo largo del tiempo, con
disminuciones anuales de entre el 0,2 y el 0,5% (Hedman et al., 2012). Algunos estudios
demuestran que la reduccion del volumen en la zona frontal es mayor que en la posterior
(Allen et al., 2005). Sin embargo, aunque se ha considerado que los 16bulos frontales son
especialmente vulnerables al envejecimiento normal, existe una evidencia creciente que
apunta a que las areas temporales sufren reducciones con la edad con una magnitud similar
a los cambios frontales en adultos mayores sanos, apuntando a su relevancia en este proceso
de envejecimiento cerebral (Pfefferbaum et al., 2013). Los cambios asociados a la edad en el
volumen cortical se muestran en la Figura 2, donde se muestra el cambio porcentual de un
afio en ancianos sanos de entre 55 y 91 afios de edad (Fjell et al., 2014).
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Figura 2. Reducciones volumétricas corticales longitudinales en el envejecimiento. Los colores azules

representan areas que se reducen mas en un afio que el resto de la corteza, y los colores amarillo-rojo
representan areas menos reducidas que la media. Aunque las reducciones corticales son relativamente
globales en el envejecimiento normal, sin limitarse a regiones especificas, se observa una heterogeneidad,
donde los l6bulos frontal y temporal son los que tienen el mayor grado de cambio relativo, ademas del
area parietal medial (Fjell et al., 2014).

Anatémicamente, el envejecimiento normal se asocia con cambios estructurales que
se deben principalmente a la atrofia extensa de la materia gris (Ramanoél et al., 2018). Sin
embargo, como ocurre en las funciones cognitivas, la localizacion espacial y el grado de
atrofia no son homogéneos en todo el cerebro en personas mayores (Fjell et al., 2014). Por
otro lado, también se han observado cambios en el volumen tanto globales como regionales
en la sustancia blanca, y de hecho es posible que esta reduccion en la sustancia blanca esté
mas relacionada con el deterioro cognitivo que la reduccion de la sustancia gris (Ziegler,
2010). Se ha descrito que el volumen de la sustancia blanca aumenta durante los primeros 40
afios de vida de forma gradual, llegando a su maximo a los 50 afios para luego disminuir
rapidamente a partir de los 60 afios (Liu et al., 2016). Ademas, se han descrito otros cambios
macroestructurales en la sustancia blanca cerebral que se relacionan con un envejecimiento
normal, como son lesiones de la sustancia blanca (leucoaraiosis), integridad alterada de la
misma y posterior desconexion cortical (Caligiuri et al., 2015). Asi, se ha correlacionado la



depresion en ancianos con lesiones subcorticales en la sustancia blanca, mientras que lesiones
periventriculares de la misma se han asociado con el deterioro cognitivo (Liu et al., 2016).

De cualquier forma, la afectacion al cerebro por el envejecimiento es diferente segiin
la region cerebral, de forma que el deterioro cognitivo asociado al envejecimiento se produce
por la afectacion a ciertas estructuras y no al conjunto del cerebro (Burke y Barnes, 2006).
De esta forma, se ha relacionado el declive en la memoria episodica por envejecimiento con
modificaciones en el hipocampo y otras estructuras del 16bulo temporal medial, mientras que
el declive a nivel cortical se relaciona més con una reduccion de los procesos de control
cognitivo (Fjell et al., 2016). Ademads de los cambios estructurales, se ha descrito también
que el cerebro parece ser mas susceptible al dafio inflamatorio durante el envejecimiento; de
forma que al producirse una lesion, el exceso de inflamacién que puede derivar a su vez a
déficits cognitivos. De hecho, se ha descrito que la neuroinflamacién es un proceso que
ocurre durante el envejecimiento normal y que puede ser responsable de muchas alteraciones
que ocurren en patologias mas graves como el Alzheimer (Holmes y Butchart, 2011). Esto
se debe a que hay estructuras cerebrales que se encuentran sensibilizadas, de forma que la
respuesta inmune es demasiado alta (Godbout et al., 2005). Existe una mayor respuesta
proinflamatoria por parte de la microglia debido a que su estado de activacion estd aumentado
por la expresion de un fenotipo inflamatorio glial (MHCIIL, CD11b e Iba-1) (Barrientos et al.,
2009). Se cree que uno de los principales factores que contribuyen a esta neuroinflamacion
asociada a la edad es el NF-kB (nuclear-factor kappa-light-chain enhancer of activated B
cells), que interviene en esta respuesta inflamatoria (Sarkar y Fisher, 2006).

Etiologia del envejecimiento: Teoria de los radicales libres

Varios estudios han demostrado que el envejecimiento estd asociado a la accion de
los radicales libres (especialmente el envejecimiento cerebral) (Fusco et al., 2007). Aunque
se han propuesto mas de 300 teorias para explicar el proceso del envejecimiento (Medvedev,
1990), es la propuesta de Denham Harman la que recibié una mayor aceptacion, basandose
en que los radicales libres estan causalmente relacionados con el proceso de envejecimiento
basico (Harman 1957). En un estado normal, el cuerpo se encuentra en un equilibrio entre
oxidantes, antioxidantes y biomoléculas, pero el exceso de radicales libres conduce a la
oxidacion y a un deterioro funcional celular. De esta forma, la teoria de los radicales libres
del envejecimiento propone la hipotesis de que los radicales libres derivados del oxigeno son
responsables del dafio relacionado con la edad a nivel de células y tejidos. Esta teoria se
revis6 en 1972 (Harman, 1972), cuando se determind que son las mitocondrias,
generalmente, las que generan la mayoria de radicales libres a nivel celular. Asi mismo, se
establecid que la tasa de dafo de los radicales libres en las mitocondrias determina la duracién
de la vida (Gemma et al., 2007). Las células que utilizan oxigeno y, por lo tanto, producen
especies reactivas de oxigeno, han creado complejos sistemas de defensa antioxidantes para
neutralizarlas y protegerse contra el dafio de los radicales libres. El radical libre mas simple
es un atomo de hidrogeno, pero los radicales centrados en O son los mas abundantes en los
organismos aerobicos. Las especies reactivas de oxigeno (ROS), producidas con un
metabolismo aerdbico normal, son esenciales para procesos como la sefializacion intracelular
y la defensa bacteriana. En la respiracion celular se cree que hay una pérdida de electrones
de la cadena de transporte mitocondrial para producir radicales libres y derivados de oxigeno



activo, llamados en su conjunto especies reactivas de oxigeno. En condiciones normales, un
pequetio porcentaje (alrededor de un 1%) de estas ROS escapa de las defensas antioxidantes,
de forma que contribuye al dafio oxidativo y promueve el envejecimiento (Fusco et al., 2007).
Este estrés oxidativo provoca una disfunciéon mitocondrial que da lugar a una crisis
energética, y esto favorece la aparicion de enfermedades neurodegenerativas, asi como
también acelera el envejecimiento (Stefanatos y Sanz, 2018). A pesar de que el radical
superdxido no es tan reactivo, su producto de reaccion, el peroxido de hidrégeno, en
presencia de iones de metales traza (metales en cantidades muy pequenas presentes en tejidos
y células que en cantidades excesivas pueden resultar toxicos) como Fe?*, se convierte en
radicales hidroxilo, que pueden oxidar la mayoria de biomoléculas (Quifer et al., 2014).
Ademas, los sustratos organicos, posteriormente a su reaccion con radicales hidroxilo en
presencia de oxigeno se convierten en radicales peroxilo, que inducen cambios quimicos en
organulos celulares como la membrana lipidica, el ADN y las proteinas, y eventualmente
provocan la muerte celular (Martinez-Gomez, Caballero y Blanco, 2020).

Por lo tanto, el aumento del estrés oxidativo en el envejecimiento puede deberse al
desequilibrio entre la creacion de radicales libres y las defensas antioxidantes, siendo mas
abundantes durante el envejecimiento los primeros (Sastre et al., 2000). Esto implicaria que
la base de los procesos moleculares del envejecimiento cerebral y la neurodegeneracion seria
acumulacion de dafios oxidativos en los componentes neuronales (Kolosova et al., 2006). Es
por ello que la teoria de los radicales libres del envejecimiento ha fomentado investigaciones
sobre el papel potencial de los nutrientes antioxidantes en las estrategias terapéuticas o
preventivas (Mayne, 2003).

El consumo de cerveza como terapia preventiva del deterioro cognitivo asociado a la edad

Los antioxidantes son sustancias que inhiben o retrasan la oxidacion de un sustrato
cuando se encuentran en cantidades infimas, es decir, atentian el estrés oxidativo que surge
de la sobreproduccion de ROS pudiendo eliminar radicales libres e inhibir enzimas
prooxidativas (Koren et al., 2019). Las defensas antioxidantes endogenas son tanto
enzimaticas (superdxido dismutasas, glutation peroxidasas y catalasa) como de otro tipo
(bilirrubina, glutation, albimina, acido trico, tioles y vitaminas). En este campo, los modelos
animales han demostrado que los suplementos dietéticos con vitaminas antioxidantes pueden
prevenir o incluso revertir los cambios asociados a la edad en las defensas antioxidantes del
sistema nervioso central y reducir el estrés oxidativo (Tan et al., 2018).

Se ha descrito que la cerveza posee efectos antioxidantes (Martinez-Gomez,
Caballero y Blanco, 2020). Se trata de una de las bebidas més antiguas, consumidas y
populares alrededor de todo el mundo. Segliin datos de la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO), el consumo anual per capita de cerveza
en el 46,4% de los paises europeos es superior a 70 L, con un méximo de 142,8L en Irlanda
(FAO, 2011). A pesar de la controversia en relacion al contenido alcohoélico de la cerveza y
si bien el abuso del alcohol es claramente nocivo, a principios de los afios 90 se propuso la
“paradoja francesa”, apuntando a un efecto beneficioso asociado al consumo de bebidas
fermentadas (Renaud et al., 1992). Esta paradoja hace una distincion entre las bebidas
alcoholicas fermentadas y las bebidas espirituosas, ya que se postuld que el consumo de las



primeras tenia un efecto positivo en la salud humana (De Gaetano et al., 2016). Sin embargo,
sigue existiendo una gran controversia sobre los efectos del alcohol sobre el funcionamiento
cognitivo, ya que los datos son contradictorios. Por un lado, un consumo excesivo de alcohol
se asocia con dafios importantes en la salud como dafio neurologico y demencia (Stott et al.,
2008; Zuccala et al., 2001). Por otro lado, se ha demostrado que el consumo moderado de
alcohol reduce el riesgo de demencia y se ha asociado a una mejor funcidén cognitiva en
comparacion a personas que se abstienen o que consumen grandes cantidades de alcohol
(Luchsinger et al., 2004). De forma similar, el estudio de Gu et al., 2014, sugiri6 que la
ingesta moderada de alcohol se relaciona con mayores volimenes cerebrales en personas
mayores, y por lo tanto, una menor atrofia cerebral en el envejecimiento. Otros autores
también han relacionado un mayor consumo de alcohol con un aumento de materia gris en
hombres (Anstey et al., 2006), y una mayor densidad de materia blanca en la circunvolucion
frontal derecha y la region parietal derecha (de Bruin et al., 2005). Se ha descrito también
una relacion positiva entre la ingesta de alcohol y los volimenes del hipocampo y la amigdala
en los portadores de la isoforma €4 de la apolipoproteina E (APOE), la cual supone un factor
de riesgo del Alzheimer y del desarrollo cognitivo inadecuado (den Heijer, 2004). Ademas,
se ha relacionado un consumo moderado de alcohol (en el rango de 1 a 3 bebidas diarias de
baja graduacion) con una reduccion del riesgo de sufrir cardiopatia coronaria (Kaplan et al.,
2000). Estos efectos beneficiosos de la ingesta alcohodlica contra el deterioro cognitivo
parecen concentrarse en las areas de aprendizaje, el estado mental general y funciones
ejecutivas (Ganguli et al., 2005). Se cree que estos efectos protectores del alcohol son debidos
a mecanismos cardiovasculares que generan, y podrian ser incluso mayores sobre la
demencia vascular (Peters, 2008). No obstante, diferentes bebidas alcohdlicas pueden tener
el mismo contenido alcoholico, por lo que, tanto el vino, la cerveza y el licor podrian ser
protectores o pueden conferir riesgo de envejecimiento cerebral suboptimo (Gu et al., 2014).
Entre los efectos perjudiciales descritos asociados al exceso de alcohol, se encuentra una
mayor atrofia cerebral (Ding et al., 2004) y un deterioro en el procesamiento cognitivo en
personas mayores (Edelstein et al., 1998; Zuccala et al.,, 2001). Ademas, existen dos
sindromes cognitivos cronicos propios del alcohol, que son el sindrome de Wernicke-
Korsakoff (Butters, 1985), el cual se caracteriza por amnesia densa y alguna disfuncion
gjecutiva, y demencia alcoholica con déficits leves en la memoria (propio de personas
mayores) (Ganguli et al., 2005).

En cualquier caso, los efectos beneficiosos atribuidos al consumo moderado de
alcohol no deben reducirse a un tinico factor como es la cantidad de alcohol. En este sentido,
muchos estudios han encontrado diferencias entre los efectos sobre la salud entre bebidas
espirituosas y fermentadas con niveles similares de consumo de alcohol (Costa et al., 2017).
La cerveza contiene ingredientes cuyas transformaciones durante el proceso de fabricacion
enriquecen a la cerveza de macronutrientes. Por ello, se ha descrito que el consumo moderado
de cerveza tiene efectos beneficiosos sobre la salud humana, basados mayormente en las
propiedades redox de los compuestos antioxidantes presentes en la cerveza, asi como en el
contenido de vitaminas, polifenoles y fibra. Estos compuestos antioxidantes (fenoles y
melanoidinas principalmente) ofrecen caracteristicas sensoriales y ventajas para la salud
(Martinez-Gomez, Caballero y Blanco, 2020).

El contenido antioxidante de la cerveza es equivalente al del vino blanco, pero menor
que el del vino tinto, aunque los antioxidantes especificos son diferentes porque la cebada y



el lapulo que se utilizan en la cerveza contienen polifenoles diferentes a los de las uvas que
se utiliza para la elaboracion del vino (Lugasi, 2003). Los antioxidantes de la cerveza
provienen mayormente de dos ingredientes que se utilizan en la elaboracion de la cerveza: la
malta y el lapulo, por lo que la capacidad antioxidante de la cerveza depende del contenido
de antioxidantes de estos dos ingredientes, y de varios parametros involucrados en la
elaboracion de la cerveza. La mayor fuente de compuesto polifendlico de la cerveza es la
malta (70-80%), mientras que resto proviene del lupulo (20-30%) (Arranz et al., 2012). Los
polifenoles son metabolitos secundarios de plantas derivados principalmente de la
fenilalanina y la tirosina, y su contenido en la cerveza depende de varios factores;
mayormente de la variedad de cultivo y las condiciones ambientales de cultivo, asi como el
proceso de elaboracion (Quesada-Molina et al., 2019). Entre otros efectos, se ha comprobado
que después de la ingesta con cerveza sin alcohol, la presion arterial sistolica (que como se
ha mencionado anteriormente es un factor de riesgo para el deterioro cognitivo) disminuye,
por lo que probablemente los efectos beneficiosos descritos pueden atribuirse a la fraccion
no alcoholica de la cerveza, y en gran medida al contenido en polifenoles (Chiva-Blanch,
2014).

El interés por los compuestos polifendlicos reside principalmente en sus propiedades
redox, entre las cuales se encuentran la reduccion de la oxidacion de lipoproteinas de baja
densidad (LDL). Asi, los polifenoles parecen jugar un papel en la prevencion de varias
enfermedades cronicas importantes asociadas con el estrés oxidativo, entre las que se
encuentran las enfermedades neurodegenerativas (Martinez-Gomez, Caballero y Blanco,
2020). Por otro lado, se ha descubierto que los polifenoles también interactian con la
microbiota intestinal (Quesada-Molina et al., 2019). Esta interaccion da forma a diversidad
de especies de la microbiota intestinal y aporta beneficios para la salud humana, como la
prevencion de problemas gastrointestinales y la inhibicion de la abundancia de especies
bacterianas patogenas (Ma y Chen, 2020). Asi mismo, también se ha descrito que reducen
los marcadores de inflamacién como IFN-y, IL-1B o NF-xB (Magni et al., 2018), asi como
la inhibiciéon de la expresion de moléculas de adhesion, como VCAM-1 e ICAM-1,
relacionadas con la inflamacion intestinal (Martinez et al., 2013). Por ultimo, algunas
estructuras polifendlicas han demostrado incluso tener propiedades antidiabéticas,
antimicrobianas, anticancerigenas y antiinflamatorias (Quesada-Molina et al., 2019).

Ademas de los compuestos polifendlicos y las melanoidinas, la cerveza también
contiene vitamina C que puede contribuir a su capacidad antioxidante, ya que es capaz de
disminuir los altos niveles de isoprostanos (un marcador de estrés oxidativo in vivo) en
modelos animales (Bagi et al., 2003). Se sabe que la vitamina C es el principal antioxidante
soluble en agua y se comporta como primera defensa contra los radicales libres en la sangre
y el plasma. Es un fuerte inhibidor de la peroxidacion lipidica y un regenerador de la vitamina
E en lipoproteinas y membranas. A su vez, la vitamina E, presente también en la cerveza,
protege contra el dafo oxidativo actuando directamente con una variedad de radicales de
oxigeno. De hecho, Vina et al., (2004) postulan que la vitamina E puede ser un tratamiento
eficaz contra la enfermedad del Alzheimer.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

El objetivo del presente trabajo fue analizar y estudiar los efectos del consumo de
cerveza sobre el deterioro cognitivo propio del envejecimiento en un modelo de rata vieja, y
precisar la accion que puede tener la fraccion alcohdlica de la cerveza sobre estos efectos.
Como hipdtesis se planted que la cerveza puede tener efectos beneficiosos en el
envejecimiento neuronal debido a sus propiedades antioxidantes, aunque el alcohol puede
perturbar en este efecto positivo.

MATERIAL Y METODOS

Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar albinas (Rattus norvegicus) de Charles-River (Barcelona,
Spain) macho y hembras libres de patéogenos (SPF) y no consanguineas. Es una cepa
ampliamente utilizada en la investigacion del envejecimiento, concretamente en estudios
neuronales y cognitivos, ya que fisiologicamente son muy buen modelo animal para
extrapolar los resultados a humanos (Gallagher et al., 2011).

Se utilizaron 50 ratas con 15 meses de edad (480 — 600 g en machos y 280 — 350 g en

hembras). Durante el periodo de experimentacion los animales se alojaron en el estabulario
de los Servicios Cientifico-Técnicos de la UIB (Tipo III, Institute for Laboratory Animal
Research [ILAR]). Se albergaron en grupos de dos en jaulas de metacrilato translicidas
(50x32x12 cm) (Panlab s.1, Barcelona), junto con viruta de madera en el suelo como material
de nidificacion (Ultrasorb, Panlab). Se mantuvieron en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h, en
condiciones ambientales controladas (temperatura 22 £+ 1 °C; humedad: 50-60 %). Tuvieron
acceso a una dieta estandar (Pablab A04) ad libitum y agua corriente.
Los animales se manipularon varios dias antes de comenzar con las pruebas
comportamentales para reducir el estrés relacionado con la manipulacién, y los
procedimientos se llevaron a cabo siempre durante el periodo diurno de 9:00 a 15:00.
Ademas, fueron tratadas siguiendo el Convenio Europeo para la Proteccion de los Animales
Vertebrados con Fines Experimentales y otros Fines Cientificos (Directiva 2010/63/UE) y de
acuerdo con el Comité de Bioética de la Universidad de las Islas Baleares. El proyecto fue
aprobado el dia 3 de julio de 2020 por la Conselleria d’ Agrigultura, Pesca y Alimentacion de
las Islas Baleares (n° expediente 2020/11/AEXP).

Tratamientos (tipos de cerveza)

A fin de estudiar el posible efecto beneficioso de los antioxidantes presentes en la
cerveza a nivel cerebral durante el envejecimiento, durante tres meses se aplicaron diferentes
tratamientos, que constituyeron los distintos grupos de animales: control, cerveza clasica
(Steinburg Clésica, alc. 4,8% vol), cerveza sin alcohol (Steinburg Sin, alc. <1% vol), y
cerveza sin alcohol con etanol afiadido (Steinburg Sin, al 4,8%). Segun las indicaciones del
fabricante de cerveza, la version clésica (con alcohol) contenia agua, malta de cebada, maiz
y lapulo, mientras que la version sin alcohol ademds contenia cebada y jarabe de glucosa.



Se escogid una cerveza tipo lager porque es el tipo de cerveza mas consumido a nivel
mundial y con el fin de poder extrapolar los resultados al efecto del consumo de cerveza en
humanos (Martinez-Gomez et al., 2020).

El primer mes del estudio se utilizé para obtener los datos basales (tiempo 0). Al
siguiente mes, y durante tres meses, los animales bebieron cerveza diariamente (excepto el
grupo control, que se mantuvo bebiendo Unicamente agua). Para ello, disponian de dos
biberones, uno para el agua y el otro para la cerveza. Los biberones con cerveza clasica se
les proporcionaba a las 13h, excepto aquellos dias en los que se realizaban las pruebas
comportamentales que se hacia posteriormente a los mismos, y se comprobaba que bebiesen
todo el contenido. El volumen ingerido (34 ml/kg-dia) se calculé como el equivalente a dos
cervezas diarias para un hombre de 70 kg (figura 3), siguiendo las indicaciones de
Kalyvianaki et al. (2020).

DHE <ml) _ Dosi 1l (ml) Km Animal
kg) os1s anima kg/ Km Humanos
DAE <ml) — Dosish (ml) Km Humanos
kg) 0815 iimanos kg Km Animales

Figura 3. Calculo para las dosis entre especies basada en la superficie corporal. DHE: dosis humana
equivalente. DAE: dosis animal equivalente. Kn: constante que relaciona el peso (kg) y la superficie
corporal (m?). Traducido de Kalyvianaki et al., 2020.

Ademas, se controlo el peso de las ratas de forma periddica una vez a la semana, y
una vez al mes se realizaron las pruebas comportamentales, asi como la extraccion de sangre
(no analizada en este trabajo). Finalizados los tratamientos a los tres meses, se sacrificaron
los animales por decapitacion. Se extrageron distintos organos y se diseccionaron los
cerebros, se congelaron rapidamente en nitrégeno liquido y se consevaron a -80°C para
futuros analisis.

Analisis conductuales (pruebas comportamentales)

Las pruebas comportamentales se utilizan para evaluar la funcidén cognitiva de las
ratas. En este caso, se utilizaron para estudiar el efecto de los tratamientos cronicos sobre la
funcion cognitiva. Para ello se aplicaron las siguientes pruebas comportamentales: laberinto
Radial (radial maze), laberinto de Barnes y prueba del cilindro rotatorio (Rota-rod), para
evaluar respectivamente la memoria de trabajo espacial, el aprendizaje y la memoria visual-
espacial. Estas pruebas se llevaron a cabo tanto antes de comenzar los tratamientos (pruebas
control) como durante los tratamientos. Cada una de estas pruebas consta de diversas fases
que se realizan en distintos dias. A continuacion, se detalla la planificacion de las pruebas
ideada para evitar interferencia en los resultados de cada test (figura 5) aquellos meses en los
que se realizaban todas las pruebas.



Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes
Semana 1 | Familiarizacion | Familiarizacion | Familiarizacion | Test
Rota-rod Rota-rod Rota-rod Rota-rod

Semana 2 | Familiarizacion | Test Radial
Radial
Tabla 1. Planificacion de las pruebas comportamentales realizadas durante el presente trabajo.

Laberinto radial

Esta prueba sirvid para estudiar la memoria de trabajo espacial de los animales, ya
que se disefid originalmente con este propoésito (Olton y Samuelson, 1976). La version
realizada en este proyecto esta constituida por 8 brazos equidistantes (70x11 cm) de una
plataforma central (28 cm de didmetro) (figura 5). En el extremo de cada brazo extremos se
encuentran pequeios huecos donde se coloca una cantidad pequena de comida simplemente
para promover la entrada de animales en todos los brazos. La memoria de trabajo en este caso
permite al animal recordar que recientemente ha entrado en un brazo, de forma que la no
entrada y la re-entrada los brazos se cuentan como errores de memoria de trabajo. En la
entrada de cada brazo se localizan claves visuales diferenciales que permiten al animal
identificar cada brazo.

Figura 4. Laberinto radial.

Para asegurar un mismo nivel motivacional de todos los animales para realizar la
prueba, los animales se mantuvieron 24 h en ayuno, disponiendo Unicamente de agua; de
forma que tuviesen mas necesidad de encontrar comida y asi completar la prueba. El animal
se coloca en la plataforma central para que pueda explorarlo durante 20 min como méaximo,
tiempo durante el que se registran los brazos visitados. El test finaliza cuando el animal ha
entrado en todos los brazos o cuando hayan pasado los 20 min. A través de una camara de
video conectada a un ordenador se registran las pruebas y el programa especifico para el
laberinto radial (Smart v2.5, Panlab, S.L, Barcelona, Espafia) analiza los datos. Una vez
acabada la prueba, se limpia el instrumento con etanol 95% antes de proseguir con el



siguiente animal, para evitar que el rastro del anterior interfiera en los resultados del
siguiente.

Los parametros que se analizaron fueron los siguientes: tiempo (minutos) que tardaba
en visitar todos los brazos (Trp) y el numero de errores (nErp), correspondiente a la suma de
los brazos revisitados y los no visitados. Estos parametros se estudiaron para este test tanto
antes del tratamiento como durante los tres meses del mismo.

Laberinto de Barnes

Esta prueba comportamental fue utilizada para estudiar el aprendizaje basado en la
memoria visuo-espacial de los animales. Su funcidn principal es observar la habilidad de los
animales a la hora de aprender y recordar la ubicacion de la caja de escape, a la que se dirigen
dependiendo de la tendencia del animal para buscar proteccion. Para ello, se utilizé una base
circular de madera (130 cm de diametro) situada a 73,5 cm de altura desde el suelo, de color
azul y con 18 agujeros (10 cm de didmetro) a 10 cms de distancia unos de otros. Situada en
la parte baja de uno de estos agujeros estd colocada la caja de escape (28x18x9,5 cm), que se
mantiene en esa psigi(')n durante todo el experimento.

Figura 5. Laberinto Barnes.

En este estudio, se utilizd un procedimiento modificado del descrito por Barnes
(1979), que consta de cinco fases. La primera fase es la de habituacion, que se realiza el dia
previo al test. Durante tres minutos, las ratas se habitian tanto al laberinto como a la caja de
escape. Si no la encuentran, se les acompafia y se mantienen un minuto para que se adapten.
No obstante, en esta fase no se enciende la luz ni se sitia a la rata dentro de la caja de inicio.

La segunda fase era el entrenamiento, que se organizaba en tres entrenamientos
secuenciales, seguidos por la prueba de un minuto, separados por un intervalo de 10 minutos
cada uno. Aqui se pretendia que las ratas aprendiesen la ubicacion de la caja de escape. En
este caso, la rata se sitia en el centro del laberinto con la caja de inicio de poliestireno para
proporcionarle oscuridad y sensacion de seguridad. Después de 10 s se levanta y se enciende
la luz para que el cambio de luz sea mas brusco. La agorafobia de las ratas es ain mayor al
utilizar focos de 500 W, colocados 2 m por encima de la plataforma. Una vez que se retira la
caja, el animal es libre para encontrar y entrar en la caja de escape en 3 minutos. Por lo tanto,



el entrenamiento termina cuando el animal descubre la caja de escape o a los 3 minutos de
busqueda. Si el animal no ha encontrado la caja, se le guia de forma suave hasta ella para que
permanezca en su interior durante 1 min. Cuando el animal entra en la caja de escape se
apagaba la luz. Posteriormente, se traslada el animal a su jaula y se espera hasta que
transcurran 10 minutos para realizar el siguiente entrenamiento o test, limpiando la superficie
con etanol 95% entre cada animal y sesion.

En la fase de test es cuando se observa si el animal ha aprendido la ubicacion de la
caja de escape, y se realiza a los 10 minutos posteriores del Gltimo entreno. Se colocan los
animales de la misma forma que en los entrenamientos pero en este caso se realiza un unico
test y ademas se graba con una camara de video para poder registrarlo. El test finaliza en el
momento en el que el animal encuentra la caja o cuando haya pasado 1 minuto.

La tercera y cuarta fase correspondia al test 24h y el test 1 semana, en los cuales se
repetia el test pasado un dia o una semana, respectivamente, con la prueba de un minuto. Esto
permitia evaluar la memoria a largo plazo.

La quinta fase se trataba de realizar el test reverso, en el cual, pasado una semana, se
cambiaba el lugar de la caja de escape al lado contrario del laberinto y se volvia a realizar la
fase de entrenamiento para evaluar a los 10 min si los animales eran capaces de reaprender
la posicion de esta caja de escape y evaluar asi la capacidad de generar nuevos recuerdos.

Los parametros a analizar en los tests de un minuto fueron: tiempo (segundos) que
tardaba la rata en entrar en el target (Tg) y el nimero de errores (nEg), que corresponde a las
veces que la rata se asomaba a un agujero donde no estaba el target. Estos pardmetros se
estudiaron para este test tanto antes del tratamiento como durante los tres meses del mismo.

Rota-rod (cilindro rotatorio)

El Rota-rod es una prueba que se utiliza para estudiar la coordinaciéon motora y la
resistencia a fatiga en ratas. Se basa en la capacidad de permanecer en equilibrio en una rueda
rotatoria, va aumentando la aceleracion a medida que pasa el tiempo gracias a un
microprocesador que regula la aceleracion (en este estudio, el incremento de velocidad fue
de 4 a 40 cm/s durante un tiempo de 5 minutos) y controla el tiempo; el cual deja de contar
cuando el animal cae en una plataforma. El modelo que se utilizd en este estudio fue LES350
Rota-rod para 2 ratas (Panlab, S.L, Barcelona, Espafia), con un cilindro de 30 cm de ancho y
8 de didmetro. Este cilindro se limpiaba con etanol 95% después de analizar cada animal.
Antes de las pruebas, se realiz6 una habituacion durante 4 dias y al quinto dia se realizaban
los tests (Figura 4 o tabla 1). A cada rata se le realizaba la prueba 5 veces (con intervalos de
5 minutos), y con la media aritmética de las 5 pruebas se obtenia el resultado final. El
parametro a analizar fue el tiempo (segundos) que tardaba la rata en caer (Trr), con los datos
previos al tratamiento asi como los datos obtenidos al tercer mes de tratamiento.
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Figura 6. Rota-rod.

Sacrificio

Una vez pasados los 3 meses de tratamiento cronico, realizadas las ultimas pruebas
comportamentales, se sacrifican los animales por decapitacion. Con este procedimiento se
pretende que los farmacos anestésicos o eutanasia no interfieran con los pardmetros
cerebrales de interés. Ademas, se les administra de forma intraperitoneal NSD 1015 (100
mg/kg) media hora antes del sacrificio, lo que permite en futuros trabajos realizar un analisis
de la tasa de sintesis de monoaminas. Una vez realizada la decapitacion, los cerebros se
extraen y se diseccionan rapidamente las distintas regiones cerebrales; se congelan en
nitrogeno liquido y se conservaron a -80°C a la espera de su futuro analisis neuroquimico y
molecular que pueda correlacionarse con los datos comportamentales obtenidos en este
trabajo.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos experimentales se realizo mediante el programa
GraphPad Prism 8.3 El modelo estadistico utilizado fue el de medidas repetidas bifactorial
(factor tratamiento y factor tiempo). El factor tratamiento es el relativo al efecto de la cerveza
sobre cada grupo experimental (Control, Cerveza cldsica, Cerveza sin alcohol, Cerveza sin
alcohol con etanol afiadido), mientras que el factor tiempo representa los meses en los que
se aplico el tratamiento a las ratas. La interaccion, por lo tanto, aparece como el efecto entre
el factor tiempo y el factor tratamiento. En el caso de los tests Rota-rod y Radial, el analisis
se realiz6 con los datos previos al tratamiento y los datos al tercer mes.

Los datos se analizaron con el test ANOVA de dos vias y posteriormente con las
pruebas de comparaciones multiples post hoc. Para las comparaciones multiples se utilizo el
test de Tukey, con el cual se analizaron los datos del test Barnes dentro de un mismo grupo
experimental en los diferentes meses con respecto al valor basal, y los datos para cada grupo
experimental respecto al grupo control para cada mes. También se utilizé para analizar la
evolucion de los pesos a lo largo del tiempo, asi como para los resultados del test Rota-rod.
Ademas del test ANOVA, también se utilizo el test t de Student para comparar los valores



basales de todos los tratamientos de machos y hembras en el caso del test Radial, del Barnes
y del Rota-rod, asi como para detectar diferencias en las tasas de supervivencia. El nivel de
significacion considerado en todos los casos fue del 0.05.

RESULTADOS

Se realiz6 un control periddico del peso de las ratas de ambos sexos a lo largo de
todo el tratamiento, lo que nos permitio detectar si habia alglin efecto nutricional por parte
de los tratamientos y nos servia como indicador indirecto de su estado metabolico. Los
resultados muestran que el peso se mantuvo estable a lo largo de todo el tratamiento y que
no hubo diferencias significativas entre los distintos grupos (figura 7).
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Figura 7: Evolucion del peso de las ratas hembra (A) y macho (B) a lo largo del tratamiento. Se
representan las medias para cada dia en que se midio el peso de cada grupo experimental (Control
en azul marino, Cerveza clasica en marron, Cerveza sin alcohol en azul turquesa y Cerveza sin
alcohol con etanol aiadido en rosa) con su correspondiente error estandar. El analisis estadistico
de datos con ANOVA de dos vias no dio significacion en ningtn factor (p-valor < 0,05).

De acuerdo a las previsiones y como era logico por la edad de los animales y por la
larga duracion del tratamiento, algunos animales murieron, pero la mayoria sobrevivieron
hasta finalizar el tratamiento. De hecho, la tasa de supervivencia mas baja se encontro en el
grupo Control de los machos, con un 91,18%, mientras que para las hembras fue de un 95,83
en todos los grupos, excepto para las ratas que bebian cerveza sin alcohol con etanol anadido,
de las cuales sobrevivieron el 100%. Estos datos son los que se esperaban al trabajar con
ratas de edad avanzada y no se detectan diferencias significativas entre los distintos grupos.

Tasa de supervivencia

Hembras (%) Macho (%)
Control 95,83 91,18
Cerveza clasica 95,83 97,05
Cerveza sin alcohol | 95,83 97,05
Cerveza sin alcohol | 100 97,05
con etanol aniadido

Tabla 2: Tasas de supervivencia de las ratas macho y hembra (%) durante el tratamiento. El analisis
estadistico con el test t de student no presenta diferencias significativas (p-valor>0.05).



MEMORIA DE TRABAJO ESPACIAL (LABERINTO RADIAL)

Se realiz¢ el test del laberinto radial antes de iniciar el tratamiento (datos basales) y
al final del tratamiento (tras 3 meses) para analizar si existian diferencias en la memoria
visuo-espacial a lo largo del tratamiento (figura 8). Los resultados indicaron que no hay
diferencias estadisticamente significativas en el tiempo de realizacion del test (figuras A.1y
B.1) ni en los errores cometidos (figuras A.2 y B.2), lo que indica que no hay diferencias en
la memoria visuo-espacial al finalizar los tratamientos.

Al observarse algunas diferencias entre machos y hembras en los resultados basales
de la figura 8 (A y B), se decidio analizar si realmente existen diferencias significativas. Asi,
en la figura 8C se presentan los resultados basales obtenidos en el test del laberinto radial
para machos y hembras. En el caso de las hembras, se encuentra mucha heterogeneidad entre
los diferentes grupos experimentales si se compara con los machos. De esta forma, se
encuentran diferencias significativas entre machos y hembras en los resultados basales de
todos los tratamientos (F=2.042, df=38, p-valor=0.0116) (figura 8C), indicando que, de
forma general, los machos lo hicieron peor, ya que tardaron mas tiempo en finalizar el test,
o no lo finalizaron. No obstante, si nos fijamos en las figuras 8A.1 y 8B.1, en el caso de los
grupos Cerveza cldsica y Cerveza sin alcohol con etanol aiiadido, los resultados son
bastante similares para machos y hembras, tanto en el tiempo de realizacion del test como en
el nimero de errores cometidos.

En las hembras se observa que existe una tendencia (aunque no significativa) a
disminuir el tiempo de realizacion del test (figura 8 A.1) y el nimero de errores (figura 8
A.2) en los grupos Cerveza sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol aiiadido. Puede
ademads observarse que tanto los grupos Control y Cerveza cldsica, en el momento previo al
tratamiento, tardan menos tiempo en realizar el test que los grupos Cerveza sin alcohol y
Cerveza sin alcohol con etanol afiadido, con un nErp también menor. Estos dos grupos
presentan unos valores muy similares a los de los machos en el momento previo al
tratamiento. La tendencia general de ambos grupos experimentales en hembras es a disminuir
tanto el Trp como el nErp a lo largo del tratamiento.

En cuanto al grupo de ratas macho, tampoco se encontraron diferencias significativas
ni en cuanto al Trp (figura 8 B.1) ni al nErp (figura 8 B.2) entre los resultados basales y el
tercer mes. No obstante, como ocurre con las hembras, se observa una tendencia a disminuir
el tiempo del test en los grupos Cerveza sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol
aiiadido. Con respecto al nimero de errores, se observa una tendencia general a disminuir
los mismos a lo largo del tratamiento en todos los grupos, aunque tampoco es significativa.
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Figura 8: Resultados del test Radial en machos y hembras. A.1: Tiempo de realizacion del test (min) en
hembras entre el incio del estudio (basal) y el tercer mes. A.2: Numero de errores en el test en ratas hembra.
B.1: Tiempo de realizacion del test (min) en machos entre el incio del estudio (basal) y el tercer mes. B.2:
Numero de errores en el test en machos. El analisis estadistico de datos con ANOVA de dos vias no dio
significacion en ningtn factor (p-valor < 0,05). C (derecha): Resultados basales relativos al Trp (tiempo
de realizacion del test Radial) en machos y hembras. El analisis estadistico con el test t de student presenta
una diferencia estadisticamente significativa (p-valor=0.0116).v: p-valor<0.05.

MEMORIA VISUAL-ESPACIAL (TEST DE BARNES)

En las figuras 9 y 10 se representan los datos obtenidos en las diferentes fases del test
de Barnes (fase 2: a los 10 minutos; fase 3: a las 24 horas; fase 4: a la semana; y fase 5: test
reverso) para hembras y machos, respectivamente. A la izquierda se presentan los resultados
del tiempo para realizar el test (en minutos, Tg), mientras que a la derecha se representa el
numero de errores cometidos durante este test (nEg). El analisis de ANOVA de dos vias sélo
detectd diferencias significativas para el factor tiempo relativo al T, tanto para hembras
como para machos.

La comparacion entre machos y hembras en el tiempo de realizacion del test de
Barnes con la prueba #-student dio resultados significativos para los datos basales de todos
los tests; el test de 10 min, el test 24 hrs, 1 semana y reverso (p-valor= 0,0098; 0,0005;
0,0015; 0,0004, respectivamente). Estas diferencias en los resultados previos al tratamiento
indican que las hembras tardaron significativamente mas tiempo en completar el test en
comparacion a los machos, excepto en el test reverso donde las hembras tardaron menos.
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Firgura 9: Resultados en hembras de los tiempos de realizacion del test de Barnes y de los errores a los
10 mins, a las 24 horas, a la semana y en el reverso durante todo el tratamiento. A.1, B.1, C.1 y D.1:
Tiempo de realizacion del test a los 10 min, 24 hrs, 1 semana de la Gltima sesion de entrenamiento y
durante el test reverso, respectivamente. El analisis estadistico con ANOVA de dos vias presenta una
diferencia estadisticamente significativa en el factor tiempo (respectivamente, F (2,654, 45,11) = 16,05,
p-valor<0.001; F (2,414, 41,04) = 14,80, p-valor<0.001; F (2,081, 34,68) = 12,79, p-valor<0.001) ; F
(2,835, 48,19) = 4,294, p-valor=0.01). A.2, B.2, C.2 y D.2: Numero de errores en el test a los 10 min, 24
hrs, 1 semana y reverso, respectivamente. El analisis estadistico de datos con ANOVA de dos vias no dio

significacion para ninguin factor.y: p-valor<0.05 en el test post-hoc de Tukey comparando los datos
respecto a su valor basal.



En el caso de las hembras, los resultados en el test de 10 minutos mostraron una
significacion para el factor tiempo con un p-valor<0.001 (figura 9 A.1). Estos datos revelan
que en el grupo Cerveza sin alcohol, la memoria a corto plazo mejora significativamente con
el tiempo, ya que se encontraron diferencias entre los resultados basales del tiempo con
respecto al segundo y tercer mes para este grupo (p-valor<0.001 y p-valor=0.024,
respectivamente). Para el resto de grupos se observa también una tendencia a mejorar la
memoria a corto plazo, ya que los Tg a lo largo del tratamiento son menores que los basales,
aunque sin llegar a alcanzar significancia estadistica. Sin embargo, en el caso del nEp (figura
9 A.2), existe una tendencia a cometer mas errores a lo largo del tratamiento en el caso de
todos los grupos, excepto el grupo Cerveza sin alcohol, coincidiendo con la disminucion
significativa del Ts.

En el test 24 hrs, se encontré una significacion en el factor tiempo con un p-
valor<0.0001 (figura 9 B.1). Estas diferencias se encuentran en los grupos Control, Cerveza
clasica y Cerveza sin alcohol con etanol afiadido, los cuales disminuyeron a lo largo del
tratamiento el Tg. En el caso del grupo Control, el Tg disminuye en el segundo mes (p-
valor=0.0398), para mantenerse estable en el segundo (sin diferencias significativas) y
disminuir en el ultimo mes (p-valor=0.0319). En el caso del grupo Cerveza cldasica, se
observa una tendencia a disminuir el Tg que se confirma en el Gltimo mes con diferencias
significativas respecto al basal (p-valor=0.0342). Finalmente, el grupo Cerveza sin alcohol
con etanol afiadido presenta una disminucion significativa a lo largo de todo el tratamiento
respecto a los datos basales (p-valor=0.0147 para el primer mes, p-valor=0.0075 para el
segundo mes y p-valor=0.009 para el tercer mes). Esto indica que la memoria a largo plazo
mejora significativamente en el tiempo para estos grupos. El tnico grupo para el que no se
encontraron diferencias significativas fue el grupo Cerveza sin alcohol, pero debe
considerarse que parte de un valor basal mas bajo. En este grupo se observa una tendencia a
disminuir el Tg en el primer y tercer mes, mientras que en el segundo tiende a aumentar, pero
sin alcanzar los valores basales. La disminucion significativa del Ty en el grupo Control se
ve reflejada también en la tendencia a disminuir el nEg (figura 9 B.2). Sin embargo, en los
otros grupos el nEg tiende a aumentar, excepto en el grupo Cerveza sin alcohol con etanol
afiadido que se mantiene estable.

Esta mejora de la memoria a largo plazo observada en el T a lo largo del tratamiento
se observa también en el test 1 semana (figura 9 C.1) ya que se encontraron diferencias
significativas en el factor tiempo (p-valor<0.001). El grupo Control presenta una tendencia
a disminuir el Tga lo largo de los meses, que se confirma en el tercer mes (p-valor=0.016).
El grupo Cerveza clasica también disminuye el Tp de forma significativa en los meses 1 y 3
(p-valor=0.022 y 0.026), asi como el grupo Cerveza sin alcohol con etanol aiiadido (p-
valor=0.022 y 0.037). El grupo Cerveza sin alcohol presenta Unicamente diferencias
significativas entre los resultados basales y el primer mes (p-valor=0.047), ya que en el
segundo mes aumenta el Tg y en el tercero tiende a igualarse al primero. Esta tendencia a
disminuir el Ty en todos los grupos se ve reflejada en el nEg (figura 9 C.2). Aunque los
errores experimentan variaciones entre los meses (sobre todo en el primer mes, donde
aumentan los errores en todos los grupos excepto el grupo Cerveza sin alcohol con etanol
aiiadido), en el tercer mes éstos son menores que en el mes 0 y el mes 2, indicando asi una
tendencia a mejorar el nEs.



En relacion al test reverso, existe una tendencia global en todos los grupos a disminuir
el T (figura 9 D.1), indicando una mejora en el reaprendizaje o en la modificacion de
recuerdos con el tiempo. Se encontraron diferencias significativas en el factor tiempo (p-
valor<0.01), pero unicamente para el grupo Cerveza sin alcohol entre los datos basales y el
segundo mes (p-valor=0.018), ya que, a pesar de presentar una tendencia a disminuir el Tp a
lo largo del tratamiento, éste vuelve a aumentar en el tercer mes. Ocurre lo mismo para este
grupo en el caso del nEg (figura 9 D.2), pero sin presentar diferencias significativas en este
caso. Para los demas grupos, los errores tienden a aumentar, lo cual implicaria un
empeoramiento en el reaprendizaje, lo que supone una cierta discrepancia con los datos del
Ts.

En el caso de los machos, no se encontraron diferencias significativas para ningin
factor en los tests de 10 minutos, ni en el de 24 hrs ni en el test 1 semana con respecto al Ts
(figura 10 A.1). De todas formas, en el caso del test de 10 minutos se observa alguna
tendencia, como es el caso del grupo Cerveza sin alcohol con etanol aiiadido, el cual tiende
a aumentar el Tg a lo largo del tratamiento. Los demas grupos varian mucho. El grupo
Control disminuye el Tg en el segundo mes pero vuelve a aumentar en el tercer mes,
superando asi el Tp basal. De esta forma, se observa una tendencia a empeorar en la
realizacion del test en estos dos grupos. Mientras tanto, el grupo Cerveza clasica y Cerveza
sin alcohol tienden a mantenerse estables (aunque el primero disminuye mucho el Ty de
forma puntual en el segundo mes). Con respecto al nEg (figura 10 A.2) no se encontraron
diferencias significativas para ningun factor. Los grupos Control y Cerveza sin alcohol se
mantienen bastante estables a lo largo del tratamiento, mientras que el grupo Cerveza sin
alcohol con etanol afiadido experimenta una tendencia a disminuir los errores hasta el
segundo mes para volver a aumentar en el tercero. El grupo con Cerveza cldsica se mantiene
estable hasta el tercer mes, momento en el que realiza mas errores.
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Figura 10: Resultados en machos de los tiempos de realizacion del test de Barnes y de los errores a los
10 mins, a las 24 horas, a la semana y en el reverso durante todo el tratamiento. A.1, B.1, C.1 y D.1:
Tiempo de realializacion del test a los 10 min, 24 hrs, 1 semana de la tlltima sesion de entrenamiento y
durante el test reverso, respectivamente. A.1: El analisis estadistico con ANOVA de dos vias presenta una
diferencia estadisticamente significativa en el factor tiempo (F (2,303, 47,59) = 3,821, p-valor=0.24). B.1,
C.1: El analisis estadistico de datos con ANOVA de dos vias no dio significacion para ningun factor. D.1:
El analisis estadistico con ANOVA de dos vias presenta una diferencia estadisticamente significativa en
el factor tiempo (F (2,623, 62,95) = 6,659, p-valor<0.001). A.2, B.2, C.2 y D.2: Numero de errores en el
test a los 10 min, 24 hrs, 1 semana y reverso, respectivamente. El analisis estadistico de datos con ANOVA
de dos vias no dio significacién para ningan factork: p-valor<0.05 en el test post-hoc de Tukey
comparando los datos respecto a su valor basal.



Con respecto al tiempo de realizacion del test (Tg) 24 hrs (figura 10 B.1), a pesar de
no encontrarse diferencias significativas en ningiin grupo y ningun factor, se observa una
tendencia en los grupos Control y Cerveza sin alcohol con etanol afiadido a aumentar el
tiempo, al igual que con el nEg (figura 10 B.2). Esto indica un empeoramiento en la
realizacion del test a lo largo del tratamiento, y por lo tanto, en la memoria a largo plazo. En
los grupos Cerveza cldsica y Cerveza sin alcohol se observa un aumento en el Tg en el primer
mes, pero después tiende a disminuir. El nEg en el caso de estos dos grupos varia mucho a
lo largo del tratamiento, por lo que no se observa ninguna tendencia relevante o mantenida.
Ademas, existe una notable variabilidad entre grupos en los resultados basales, destacando
el grupo Control como el que mas errores comete.

En el test de una semana no se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en el Tg para ningun factor (figura 10 C.1). Sin embargo, se observa una tendencia a aumentar
el mismo en el grupo Control, es decir, un empeoramiento en la memoria a largo plazo. En
el caso del grupo Cerveza clasica, el Tg aumenta en el primer mes con respecto al valor basal
pero se mantiene estable posteriormente hasta el final del tratamiento. El Tg de los grupos
Cerveza sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol afiadido varia levemente a lo largo
del tratamiento pero tiende a mantenerse estable. Con respecto al nEg (figura 10 C.2), en el
grupo Control experimenta un aumento hasta el segundo mes pero disminuye
considerablemente en el tercer mes, evidenciando asi un aprendizaje a largo plazo sin ningin
tratamiento. Los grupos Cerveza cldsica 'y Cerveza sin alcohol se mantienen estables durante
todos los meses excepto en el segundo mes, donde experimentan un aumento en la cantidad
de errores. El grupo Cerveza sin alcohol con etanol afiadido aumenta su nEg de forma
considerable durante el primer y segundo mes respecto al basal, pero disminuye en el tercer
mes, produciéndose una mejora en la memoria a largo plazo en el Gltimo mes para este grupo,
aunque en ningun caso se detectan diferencias significativas.

En cambio, durante la realizacion del test reverso (figura 10 D.1), se detectaron
diferencias significativas en el factor tiempo (p-valor<0.001) y las comparaciones multiples
mediante el test de Tukey detecto diferencias en el grupo Control entre los datos basales y el
primer mes (p-valor=0.0322) y el segundo mes (p-valor=0.0118). Y aunque en el tercer mes
no se encuentran diferencias significativas con respecto a los T, la tendencia es a disminuir
este tiempo, asi como el nEg para este grupo, lo cual implica una mejora en el reaprendizaje
a largo plazo. Para el grupo Cerveza sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol afiadido
la tendencia es la misma. En el grupo Cerveza sin alcohol se encuentran diferencias
significativas en el primer mes (p-valor=0.0197) y el segundo (p-valor=0.0329) con respecto
al basal. En el grupo Cerveza sin alcohol con etanol aitadido las diferencias son entre el
tercer mes y el basal (p-valor=0.0416). Para el grupo Cerveza cldsica también se observa una
tendencia a disminuir el Tg, aunque sin diferencias significativas en ningin mes con respecto
al basal. Esta aparente mejora en el reaprendizaje de los grupos en general, sélo se ve
reflejada en el nEg para el grupo Control (figura 10 D.2), como ya se ha comentado. Sin
embargo, los otros grupos varian a lo largo del tratamiento, con cierta tendencia a aumentar
en el caso del grupo Cerveza clasica. El grupo Cerveza sin alcohol a 1o largo del tratamiento
realiza menos errores que en el mes 0 pero se observa una tendencia a que aumenten.
Finalmente, el grupo Cerveza sin alcohol con etanol afiadido disminuye el nEg en el primer
y tercer mes, pasando por un aumento considerable de errores en el segundo mes.



COORDINACION MOTORA (ROTA-ROD)

Los resultados basales obtenidos en el presente proyecto relativos a la coordinacion
motora analizada mediante la prueba del Rota-rod también puso de manifiesto diferencias
significativas entre los valores obtenidos en ratas macho y hembras viejas de la misma edad.
Asi al parecer las hembras presentan una mejor coordinacion que los machos (F=14.37,
df=47, p<0.05) (figura 11 C). Por otro lado, en la figura 11A se muestran los resultados
obtenidos en el test de Rota-rod a lo largo del tratamiento. En la figura 11A se observan los
datos del tiempo que permanecieron las ratas encima del cilindro rotatorio (Trr) de las
hembras, mientras que en la figura 11B aparecen los datos de las ratas macho.
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Figura 11: Datos del tiempo de permanencia (s) en el Rota-rod en machos y hembras. A y B (derecha y
centro): Resultados del test Rota-rod a lo largo de todo el tratamiento. A: Tiempo (s) de realizacion del
test en hembras, resultado de la media aritmética de los resultados de cada individuo (5 repeticiones). El
analisis estadistico de datos con ANOVA de dos vias no dio significacion para ningun factor. B: Tiempo
(s) de realizacion del test en machos. El analisis estadistico de datos con ANOVA de dos vias dio
significacion en el factor tiempo (F2.013, 63.1276.901, p valor <0.001)3k: p-valor<0.05 en el test post-hoc
de Tukey comparando los datos respecto al valor basal. C (izquierda): Resultados basales del tiempo de
permanencia. El analisis estadistico con el test t de student para la comparacion de ambos grupos dio
resultados significativos (p<0.05)5k: p-valor<0.05.

En el caso de las hembras, no se observaron diferencias significativas entre
tratamientos para ningun factor (p-valor < 0,05), pero se observa cierta tendencia a
mantenerse mas tiempo en el cilindro en el caso de los animales que bebieron cerveza
diariamente. Sin embargo, aunque no se observaron diferencias significativas en el factor
tratamiento, si se observaron diferencias significativas en el factor tiempo en el caso de los
machos (F (2,913, 63,12) = 6,901, p-valor<0.001). Estas diferencias se observan a través del
test post-hoc Tukey para comparaciones multiples, en los grupos Control, Cerveza clasica y
Cerveza sin alcohol. En el caso del grupo Control, las diferencias se observan entre los datos
basales y los del mes 2 y 3 (p-valor= 0.045 y 0.031, respectivamente), donde las ratas
permanecieron mas tiempo en el cilindro rotatorio a lo largo de los meses. En el grupo
Cerveza clasica, las diferencias se encuentran también entre los datos basales y los meses 2
y 3 de tratamiento (p-valor=0.046 para ambos). De la misma forma, estas diferencias son
relativas a un aumento en el tiempo de permanencia durante el test a lo largo de los meses y
del tratamiento. En el grupo Cerveza sin alcohol estas diferencias se encuentran unicamente
entre los datos basales y el primer mes de tratamiento, indicando que en el primer mes el
tiempo de permanencia fue mayor (p-valor=0.035). En definitiva, parece que existe una



ligera tendencia a mejorar la coordinacion motora a lo largo del tratamiento en las ratas
macho y hembras que tomaron cerveza clasica; aunque con los datos presentados no existen
diferencias estadisticamente significativas al realizar las comparaciones entre los grupos
experimentales.

DISCUSION

Ante los avances cientificos de los ultimos afios, se ha presentado un aumento de la
esperanza y la calidad de vida en los paises occidentales, el cual ha provocado un incremento
notable de la incidencia de enfermedades neurodegenerativas (Sanchez-Muniz et al., 2019).
Estas enfermedades conllevan a desordenes cognitivos, cuyo resultado es una alteracion de
la memoria y la coordinacién motora (Ramis et al., 2016), los cuales crean un alto grado de
dependencia. Con la finalidad de retrasar el envejecimiento (y sus consecuencias), se han
realizado estudios sobre el efecto de los antioxidantes, entre los cuales se encuentran los
polifenoles, los cuales parecen jugar un papel en la prevencion de varias enfermedades
cronicas importantes asociadas con el estrés oxidativo, entre las que se encuentran las
enfermedades neurodegenerativas (Martinez-Gomez, Caballero y Blanco, 2020). Por esta
razén, los polifenoles se presentan como posibles nuevos agentes terapéuticos
antienvejecimiento (Spencer et al., 2012). La cerveza, ademés de ser una de las bebidas
alcoholicas mas consumidas en el mundo (Colen & Swinnen, 2010), se presenta como un
compuesto rico en polifenoles (Chiva-Blanch, 2014). En base a estos hechos, el objeto de
este estudio se centra en la cerveza y sus efectos en el deterioro cognitivo asociado al
envejecimiento, ya que, en humanos y ratas, la edad es un factor que provoca un declive en
la cognicién y altera la morfologia de las areas cerebrales que participan en la cognicion
(Gawel et al., 2019).

Los resultados del presente estudio demuestran que el consumo moderado de cerveza
de forma diaria no afecta al peso de los animales (figura 7). Esto coincide con estudios en
humanos, donde se ha estudiado la relacion entre el peso y consumo diario de cerveza en
hombres y mujeres (Romeo et al., 2007). Aunque los datos obtenidos en el presente proyecto
muestran una ligera tendencia a disminuir el peso en todos los grupos, tanto en las ratas
macho como en hembras (figura 7), en otros estudios en humanos se ha observado que los
hombres aumentan de peso con el comsumo de alcohol (Wannamethee & Shaper, 2003). No
obstante, la edad de los sujetos en dicho estudio era de 40-59 afios, con lo cual los datos de
este estudio no serian extrapolables o comparables a estos otros estudios realizados en
humanos. Por otro lado, otro estudio realizado el siguiente afo se observd que en mujeres el
consumo moderado de cerveza no tenia efectos en el peso de las mujeres (Wannamethee et
al., 2004), lo cual coincide con nuestros resultados en el caso de las ratas hembra, aunque
también difieren en la edad de los sujetos.

Ademas, de acuerdo con otros estudios que buscan una relacion entre la mortalidad y
el alcohol (Poikolainen, 1995; Dawson, 2000), se observa que el grupo control (extrapolable
al grupo de abstemios de estos dos estudios) es el que obtiene la menor tasa de supervivencia.
Por esta razon, en ambos estudios concluyen que el consumo moderado de alcohol aumenta
la esperanza de vida. Sin embargo, en el estudio de Renaud et al. (1999), no se observd una



reduccion en la tasa global de mortalidad en los consumidores moderados de cerveza, aunque
el tamafio muestral en este estudio fue muy limitado.

La memoria espacial de referencia, mediante la cual se recuerda una informacion
determinada tras una serie de entrenos, se evalué mediante el test de Barnes (figura 9). En
las hembras, se observd que la memoria a largo plazo (test 24 hrs) mejoraba en todos los
grupos de forma general (incluido el grupo control), por lo que todos los tipos de cerveza
utilizadas en este estudio podrian ser beneficiosas para la memoria a largo plazo durante el
envejecimiento. Apoyando esta idea, en el test de 1 semana ocurre lo mismo, ya que en todos
los grupos se observa una mejora de la memoria a largo plazo. Sin embargo, aunque en el
test de 10 minutos y en el reverso solo se observaron diferencias significativas para el grupo
que consumi6 Cerveza sin alcohol, 1a tendencia en el test de 10 minutos es a disminuir el
tiempo en todos los grupos. No obstante, en estudios anteriores (Jones & Jones, 1980) se ha
demostrado que el consumo de alcohol y la edad en las mujeres afectan negativamente a la
memoria a corto plazo, lo cual no coincide con los datos obtenidos en el caso de las hembras
que consumieron Cerveza cldsica en nuestro proyecto. No obstante, cabe destacar que los
sujetos de este estudio de 1980 tenian entre 21 y 55 afios, de forma que no seria realmente
comparable con los resultados obtenidos en el presente proyecto.

En cuanto a los machos, y al contrario que las hembras, inicamente se observaron
diferencias significativas en el factor tratamiento en el test reverso para los grupos Cerveza
sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol afiadido, lo cual indicaria que los beneficios
de la cerveza en el reaprendizaje estarian mas relacionados con la fraccién no alcohoélica de
la cerveza (Chiva-Blanch, 2014). No obstante, las diferencias encontradas en este proyecto
son muy sutiles con respecto al grupo Control. Este aspecto se confirma con el nimero de
errores, en el cual no se observaron diferencias significativas para ningin factor en ningin
grupo de machos ni de hembras. Ademas, los datos tanto del Tg como del nEg son muy
dispares, por lo que los resultados no son concluyentes. Esto puede deberse a que quizas el
método no sea el mas preciso para evaluar la memoria espacial de referencia, ya que ha de
tenerse en cuenta que las ratas, al tener una naturaleza exploradora, no siempre entran en el
target cuando lo encuentran, y a medida que se van familiarizando con el entorno el estrés
inicial disminuye y buscan otras alternativas (Harrison et al., 2006). Por esta razon, es posible
que realmente no haya diferencias entre los tratamientos.

A pesar de la evidencia de que el estradiol (la hormona gonadal femenina) tiene
efectos positivos sobre el aprendizaje y la memoria en animales y en humanos, no se ha
encontrado una clara diferencia de género en el aprendizaje espacial en la mayoria de estudios
con ratas y ratones (Gawel et al., 2019). Sin embargo, los estudios en los que si se ha
observado una diferencia entre machos y hembras, éstas indicaban que los ratones y las ratas
macho tenian mejores resultados que las hembras en el test de Barnes (Barrett et al., 2009).
Los datos de este estudio coinciden con los resultados obtenidos en el presente proyecto en
relacion al tiempo de realizacion del test, ya que se observa que de forma general las hembras
tardaban mas tiempo en completar el test o no lo completaban (figura 9 y figura 10). Sin
embargo, los resultados obtenidos en el test reverso muestran lo contrario, ya que se aprecia
que las hembras tardan ligeramente menos que los machos, contrariamente a lo que se ha
encontrado en otros estudios, donde observaron que los machos tienen un mejor rendimiento
de la memoria y mayores efectos de reversion (O’Leary & Brown, 2012). Estas diferencias



comportamentales de género también pueden deberse a factores como la edad del animal, el
estado hormonal, el disefio del aparato, etc (Gawel et al., 2019).

Sin embargo, en nuestros resultados del test Radial, se encontr6 que las hembras lo
hacian significativamente mejor que los machos (figura 8 C), contrariamente a los estudios
nombrados anteriormente. Adicionalmente, un estudio de Gawel et al. (2019) observo que el
estrés afecta de forma diferente a machos y a hembras, y produce un deterioro del aprendizaje
espacial y la memoria, principalmente en ratas hembra, en tests como el laberinto radial,
laberinto en Y o laberinto de agua de Morris. Ademas, aunque se ha observado que la edad
es un factor crucial en el declive de la cognicion tanto para machos como hembras, el
deterioro cognitivo durante el envejecimiento puede verse afectado por la pérdida de
hormonas gonadales (Gawel et al., 2019). Esta intervencion de diversos factores en el caso
de las hembras en cuanto a su comportamiento, contradice los resultados de este proyecto,
pero podria explicar la variabilidad y/o heterogeneidad de datos entre los grupos de hembras
que no aparece en los machos en el test Radial.

En relacion a los tratamientos con los diferentes tipos de cerveza, a pesar de no haber
presentado diferencias estadisticamente significativas en el factor tiempo ni el factor
tratamiento, se observa tanto en hembras como en machos una tendencia a disminuir el Trp
y el nEr en el tercer mes en los grupos Cerveza sin alcohol y Cerveza sin alcohol con etanol
aiiadido, como ocurre también en el caso del test de Barnes en los machos. Esto podria
indicar que los posibles efectos beneficiosos de la cerveza sobre la cognicidn estarian mas
relacionados con la fraccion no alcohélica de la cerveza (Chiva-Blanch, 2014).

Con respecto a los resultados test del Rota-rod se observa que existe una tendencia
beneficiosa en todos los grupos en la coordinacién motora al consumir cerveza (figura 11).
En el caso de los machos, esta tendencia se confirma con diferencias significativas. Ademas,
también se observa en los datos basales que las hembras permanecen durante mas tiempo en
el Rota-rod que los machos, indicando por tanto una mejor coordinacion motora sin el efecto
de ningln tratamiento. Por lo tanto, el presente estudio demuestra que el consumo cronico
moderado de cerveza conlleva cambios sobre la coordinacion motora. Esta coordinacion
motora depende en gran medida de la funcionalidad del cerebelo (Sullivan et al., 1995). Esta
mejor capacidad motora en hembras estd en consonancia con lo que han descrito en otros
estudios (Hernandez et al., 2020). Ademas de una mejor coordinacion motora, se ha
demostrado, a través de una tarea de toma de decisiones arriesgada (RDT) en la los animales
tenian que elegir entre una recompensa de comida pequena y “segura” y una recompensa de
comida grande y “arriesgada”, que la motivacion o valoracion del riesgo de caida es diferente
en machos que en hembras, siendo éstas mas reacias al riesgo (Orsini et al., 2016). Por otro
lado, también podriamos considerar que al tener las hembras un tamafio mas pequefio,
podrian haber percibido la altura hasta el suelo como mas alta que en machos, implicando
por lo tanto un riesgo mas alto al caer y por este motivo permanecen mas tiempo. Ademas,
esta diferencia no se debe a una mayor fuerza fisica por parte de las hembras, si no a una
mejor coordinacion motora, como demuestran Hernandez et al. (2020). Esta capacidad
mejorada para permanecer en el cilindro rotatorio en hembras podria verse influenciada
también por su tamafio, ya que al ser mas pequefias que los machos mantendrian una mejor
condicion fisica que éstos (Hernandez et al., 2020). Sin embargo, para confirmar esta tltima
opcion se necesitarian medidas de salud metabdlica y composicion corporal (cantidad de



tejido adiposo, tejido 6seo, etc) que en el presente proyecto no se han analizado. A pesar de
que en machos y hembras el unico grupo comiin que mejord significativamente el tiempo de
permanencia en el Rota-rod es el que consumi6 Cerveza cldsica, en los demds grupos también
se observa una tendencia a mejorar la coordinacion. Por lo que cabe la posibilidad de que
puedan haber predominado los efectos positivos y beneficiosos del contenido polifendlico de
la cerveza por encima de los efectos negativos del alcohol sobre el cerebelo (Martinez-
Gomez, Caballero & Blanco, 2020) en aquellos grupos que consumieron algun tipo de
cerveza con alcohol. También ha de tenerse en cuenta que existen respuestas adaptativas a
estimulaciones a dosis bajas, que serian dafiinas a dosis altas; es lo que se conoce como
hormesis, y conllevaria a una adaptacion beneficiosa, promoviendo en este caso un ambiente
prooxidativo (Prickett et al., 2004). Sin embargo, este efecto no se observa en los resultados
obtenidos para los otros tests. Por ejemplo, en el grupo de las machos, los que mas mejoraron
y redujeron el tiempo de realizacion del test de barnes fueron las que consumieron cerveza
sin alcohol y cerveza sin alcohol con etanol afiadido, igual que ocurri6 en el test Radial en
machos y hembras. Por ello, para poder sacar mejores conclusiones, convendria repetir el
estudio aumentando el tamafio muestral y la duracion del tratamiento, y quizas elevar la dosis
de alcohol, ya que probablemente seria necesaria una dosis mas alta para que se viese afectada
la coordinacion motora. El cerebelo, ademads, podria ser mas sensible a este efecto hormético
por el alcohol, mientras que otras regiones mas relacionadas con la memoria no lo serian
tanto (por ejemplo, el estriado o el hipocampo), ya que se ha demostrado que existe una
heterogeneidad en la poblacion glial (concretamente en la microglia), presentando el cerebelo
una densidad menor de la misma (Benusa, George & Dupree, 2020).

De forma general, no se obtuvieron en los tests realizados en este proyecto resultados
que demuestren diferencias muy significativas entre los diferentes tratamientos realizados.
Esta falta de significacion puede deberse a varios motivos. Una posibilidad podria ser que no
haya realmente diferencias entre los tratamientos, debido a la dosis baja de los mismos. Otra
posibilidad podria ser relativa al tamafio muestral, en referencia al nimero de ratas por grupo
experimental, lo cual podria explicar la gran variabilidad experimental observada en los tests
cognitivos realizados en este estudio, como ocurre en el estudio de Jiménez, 2017. En el caso
del Rota-rod, normalmente se recomienda utilizar grupos experimentales de 8 ratas (Carter,
Morton & Dunnett, 2001). Sin embargo, algunos estudios en esta area experimental han
obtenido resultados significativos con tan solo 5, 6 o 7 ratas (Sarubbo et al., 2018). En nuestro
caso, a pesar de haber utilizado 8 ratas, no se obtuvieron resultados significativos en el caso
de las hembras, por lo que la duracion del tratamiento podria ser también un factor que
hubiese determinado la no significacion de los resultados, ya que podria haber sido
insuficiente. Ademads, la administracion del tratamiento no fue la misma que en estudios
anteriores (Ramis et al., 2016; Sarubbo et al., 2015; Sarubo et al., 2018), donde se utilizo6 la
via intraperitoneal para la administracion de polifenoles; alfa-tocopherol (vitamina E) en
Ramis et al. (2016), reservatrol en Sarubbo et al. (2015) y silimarina, quercetina y naringenin
en Sarubbo et al. (2018). Sin embargo, la dosis de polifenoles administrada en dichos estudios
es mucho mayor que en el presente estudio, en el cual se realiz6 por via oral para simular el
consumo de cerveza (y por lo tanto de polifenoles) en humanos de la forma mas similar
posible. De hecho, en un estudio realizado por Gu et al. (2014) se encontraron diferencias
significativas a través de la administracion oral de diferentes bebidas alcohdlicas (simulando
un consumo leve-moderado de alcohol). Sin embargo, una de las principales controversias



sobre los polifenoles es su baja biodisponibilidad por via oral, lo que podria estar afectando
en este estudio.

Cabe destacar que existen pocos estudios que hayan realizado en roedores
evaluaciones conductuales en ambos sexos en un mismo estudio. Por ello, la inclusion de
sujetos femeninos en los estudios futuros sobre la neurobiologia del envejecimiento cognitivo
es esencial, ya que en la poblacién humana las mujeres ocupan una mayor proporcion de
adultos mayores y su esperanza de vida es mas larga que la de los sujetos masculinos
(Howden y Meyer, 2011)._ Ademas, existen varios informes con los que se concluye que no
es necesario aumentar el tamafio muestral para incluir hembras, ni tampoco es necesario tener
en cuenta la fase del ciclo estral, a pesar de que cominmente se indique como una razén para
excluir a los sujetos femeninos (Hernandez et al., 2020).

CONCLUSIONES

e Las hembras de este estudio obtuvieron mejores resultados en la coordinacion motora
y en la memoria de trabajo espacial, mientras que los machos en el aprendizaje basado
en la memoria visulo-espacial.

e El consumo créonico moderado de cerveza no modifica el peso corporal en ratas
envejecidas, independientemente del sexo.

e La tasa de supervivencia no se ve afectada por el consumo créonico moderado de
cerveza, ni en machos ni en hembras.

e El consumo crénico moderado de cerveza no tiene efectos negativos sobre el
aprendizaje o la memoria en ratas envejecidas.

e El aprendizaje basado en la memoria visulo-espacial a corto y largo plazo tiende a
mejorar con el consumo cronico moderado de cerveza, principalmente con la cerveza
sin alcohol.

e Lamemoria de trabajo tiende a mejorar con el consumo cronico moderado de cerveza
sin alcohol.

e La coordinacion motora tiende a mejorar con el consumo cronico moderado de
cerveza con alcohol en ratas macho de edad avanzada. A pesar de ello, las ratas
hembra poseen una mejor coordinacion motora que los machos.

CONSIDERACIONES FINALES

Los resultados presentaron tendencias en la mejora cognitiva por la accion de la cerveza, pero
en la mayoria de los casos sin grandes diferencias significativas. Probablemente, un
tratamiento superior a tres meses o un tamafio muestral superior habria dado diferencias
significativas. De esta forma, para futuros estudios similares podria ser recomendable iniciar
los experimentos con ratas mas jovenes que las utilizadas en este proyecto, de forma que se
pueda alargar la duracion del tratamiento, asi como realizar un estudio de dosis-respuesta
para analizar si dosis superiores suponen un mayor impacto, o establecer diferentes dosis de
cerveza diaria extrapolable al consumo bajo, moderado o elevado en humanos.
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