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Resumen

Actualmente, los tratamientos farmacolédgicos para la depresion tienen una efectividad muy
limitada por su latencia en el inicio de accion. En dicha franja temporal hay riesgo de
conductas suicidas, por lo que sustancias de accion rapida, como la Ketamina, se han
propuesto como una solucion al problema. En un intento de encontrar otro farmaco de accion
rapida, pero sin los efectos alucindgenos y anestésicos de la Ketamina, en la presente
investigacion se quiso comprobar la eficacia de la Ephenidine. Para ello se administr6 a ratas
Wistar macho tres dosis diferentes de Ephenidine (2.5 mg/kg; 5 mg/kg y 10 mg/kg) y en dos
grupos control se administrd bien Ketamina (10 mg/kg) o salino. Posteriormente, 24 horas
después de la administracion, los animales pasaron por una prueba de Open-field para
determinar posibles efectos motores de los farmacos y 48 horas después de la administracion
por una prueba de Natacion Forzada para evaluar posibles efectos antidepresivos. Tras el
andlisis de los resultados, se observo que la Ephenidine no llegaba a producir un incremento
de la actividad motora. Ademas, para las dosis de 10 mg/kg se constatd una mejora de la
sintomatologia depresiva en comparacion con los controles que recibieron salino. Destaca por
tanto la importancia de seguir investigando con esta sustancia para verificar si efectivamente

tiene efectos antidepresivos.

Palabras clave: Depresion, psicofarmacologia, ratas macho, Ketamina.
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Introduccion

El trastorno depresivo mayor (TDM) es un problema que afecta a mas de 300
millones de personas a nivel mundial. Uno de cada diez adultos sufre depresion y se estima
que el 60% de estos individuos no reciben la ayuda necesaria (Pérez-Padilla et al., 2017). La
depresion, se asocia con una serie de emociones como la tristeza profunda y con déficits
comportamentales como la pérdida de interés. Por ello, se espera que en 2030 sea el principal
factor discapacitante en términos de afios totales perdidos, debido a la incapacidad de poder
llevar una vida plenamente funcional (Saragoussi et al., 2018). En Espaia se ha convertido
en un problema de salud publica que conlleva una alta inversion en sanidad (Cardila
Fernandez et al., 2015). Ademas, el riesgo de suicidio es tres veces mayor en personas

diagnosticadas con depresion (Baca & Aroca, 2014).

El principal objetivo de la terapia para la depresion es la rehabilitacion funcional de la
persona, para procurar que consiga estar en una situacion mejor a la que tenia antes de la
aparicion del trastorno (Sanchez & Santos, 2019). La terapia farmacologica se suele emplear
en depresiones moderadas y graves, la mayoria de los tratamientos se dirigen a los sistemas
monoaminérgicos. Desde que se introdujeron los farmacos antidepresivos en la practica
clinica, la mejoria que se ha producido en su eficacia o en el tiempo de accidon es muy
limitada. Actualmente, los farmacos de primera eleccion son los inhibidores selectivos de la
recaptacion de la serotonina (ISRS) (Sanchez & Santos, 2019). Estos tratamientos cuentan
con una desventaja principal, tienen una latencia en el inicio de accion, de manera que su
eficacia no puede ser evidente hasta pasadas unas 2-4 semanas desde el inicio. En esta franja
de tiempo los pacientes permanecen con la sintomatologia depresiva, y con un gran riesgo a

llevar a cabo conductas suicidas.

Por ello mismo, se postula que fArmacos de accion rapida, como es la Ketamina,
podrian tener efectos antidepresivos (Mora et al., 2017). Esta sustancia actiia como
antagonista del NMDA no competitivo y tiene efectos antidepresivos que son rapidos, fuertes
y persistentes. La Ketamina produce varios acontecimientos, entre ellos esta el bloqueo de los
receptores NMDA localizados en las interneuronas inhibitorias corticales GABAérgicas; la
desinhibicion de las células piramidales corticales que conduce a un aumento del glutamato;

la activacion de los receptores AMPA presinépticos; el bloqueo de los NMDA-R
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extrasinapticos excitotoxicos, asi como la activacion de la sefializacion intracelular
sinaptogénica, incluyendo las vias mTORC1 y BDNF (Pérez-Esparza et al., 2020). Los
efectos antidepresivos de la Ketamina suelen aparecer unas 4 horas después de la
administracion intravenosa con una dosis de 0.5 mg/kg y los sintomas suelen volver a los
niveles iniciales en 1 o 2 semanas. Sin embargo, se ha comprobado que la Ketamina produce
efectos disociativos y alucindgenos en humanos. Debido a estos efectos la Ketamina es usada
como una droga alucindgena de tipo recreativo. Ademas, la Ketamina cuenta con efectos
anestésicos, empleandose para usos veterinarios. Por otro lado, también puede provocar
taquicardia, hipertension y palpitaciones. De modo que esta sustancia ain no forma parte de
la farmacopea espafola (Molero et al., 2018). Todo lo anterior por tanto nos muestra que si
bien la Ketamina consigue eliminar la latencia terapéutica, sus efectos adversos impiden su
uso clinico. Por ello, lo ideal seria encontrar un farmaco con la misma eficacia y rapidez pero

sin los efectos alucindgenos y anestésicos asociados a la Ketamina.

A proposito de encontrar un fArmaco con las caracteristicas propuestas, en este
experimento se pone a prueba una nueva sustancia, la Ephenidine, un compuesto legal y
similar a la Ketamina. Cabe destacar la poca investigacion que se ha hecho en torno a ella,
encontrandose pocos estudios donde se utilice. En un experimento se comprob6 que puede
actuar sobre los receptores NMDA de manera selectiva y dependiente de voltaje (Kang et al.,
2017), mostrando ademas actividad sobre los receptores de dopamina y noradrenalina.
También se ha encontrado que produce efectos similares a la Ketamina, no habiendo

encontrado ninguna intoxicacion con la sustancia hasta la fecha (Wallach & Brandt, 2018).

Nuestro objetivo principal es verificar si esta sustancia tendrd mejores resultados y
menos efectos disociativos y anestésicos que la Ketamina, obteniendo entonces un farmaco
mas adecuado. Para conseguirlo vamos a estudiar su eficacia desde un modelo animal, que
pretenda simular parte de la sintomatologia depresiva. En gran medida, la investigacion en
animales ha permitido descubrir maneras de sanar enfermedades y prolongar la vida humana
(Rodriguez Yunta, 2007). Es necesario saber como un farmaco nuevo va a afectar a un
sistema bioldgico completo antes de administrarlo en humanos. Otra de las ventajas es que se
obtiene una respuesta mucho mas rapida en animales, ya que se suelen usar modelos con un
ciclo reproductivo corto, como es el del roedor (Guénet & Bonhomme, 2004). Entonces, se
puede decir que estas pruebas en animales son formas de determinar la seguridad y eficacia
en los humanos. En nuestro caso, se empleo la prueba conductual de “Natacion Forzada™ para

evaluar nuestra variable dependiente (tiempo de inmovilizacidn) y la prueba “Open-field”
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para medir la conducta motora del roedor (segunda variable dependiente) y poder asi

determinar posibles efectos motores.

La Prueba de Natacion Forzada (PNF), es una prueba utilizada en roedores para
inferir la sintomatologia depresiva (Can et al., 2011). La PNF consiste en introducir a cada
rata en un cilindro con agua del que no pueden salir durante 5 minutos. En la primera fase, la
rata nada vigorosamente hasta que acaba adaptando la posicion de inmovilidad, que puede
alternar con breves secuencias de natacion para mantenerse a flote. Normalmente, se ha
operativizado la conducta de movilidad como cualquier otro movimiento que no sea uno de
los necesarios para equilibrar el cuerpo y para mantener la cabeza fuera del agua. Asi como
tampoco pueden contabilizarse como movilidad aquellos comportamientos resultado del
impulso de otro movimiento anterior. Por lo tanto, se puede decir que el animal est4 quieto

cuando lo unico que se observa son los movimientos necesarios para sobrevivir.

Los antidepresivos disminuyen la duracién de la inmovilidad en la PNF (Porsolt,
1981), por lo que se propuso el supuesto de que cualquier sustancia o tratamiento que actie
reduciendo la duracién de la inmovilidad se reconoce como posible antidepresivo. De esta
manera, se puede probar la eficacia antidepresiva de nuevos compuestos. Los sintomas
conductuales de la Indefension Aprendida (IA) en animales son muy similares en la

depresion humana, por lo que se considera un buen modelo de inferencia.

En este sentido, la conducta de inmovilidad que hemos analizado anteriormente, es
una manifestacion conductual andloga a la pasividad en la depresion, esto es, la incapacidad
de mantener el esfuerzo en la conducta de escape en situaciones percibidas como insalvables,
siendo un indice de desesperacion y depresion. Sin embargo, esta prueba puede ser
contaminada por un efecto motor inespecifico en el que se incremente de manera general la
actividad locomotora del animal. Este efecto lo pueden llegar a tener algunos farmacos,
consiguiendo una posible mejora terapéutica enmascarada por dicho efecto motor. Para
comprobar que nuestra sustancia no cuenta con dicho efecto, es necesario el empleo de otra
prueba que permita detectarlo. La prueba de Open-field o “campo abierto” consiste en
evaluar la conducta motora del roedor en un ambiente abierto pero controlado
(Cocoma-Ortega et al., 2017). Para llevar a cabo la prueba, se coloca al roedor en el centro de

una caja y se observan sus comportamientos durante un tiempo determinado.

Como puede observarse, la aplicabilidad del presente estudio es crucial para poder

desarrollar una posible patente. Esto se debe al problema existente y ya comentado sobre la
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farmacologia actual, se necesita una solucion rapida y util. Con la finalidad de encontrar una
posible patente para el futuro desarrollo de ensayos clinicos en humanos, comprobaremos el

uso potencial de esta nueva sustancia.
En resumen, las hipotesis de nuestro estudio serian las siguientes:

1. Se espera que en la prueba de Natacién Forzada los animales a los que se les haya
administrado la dosis de Ephenidine pasen menos tiempo quietos que los animales del

grupo de Ketamina y los del grupo control.

2. Se espera que los animales del grupo de Ephenidine no muestren mas actividad
motora que los demas grupos en la prueba de Open-Field. Es decir, se espera que el

efecto de la Ephenidine sea especifico y no implique efectos motores generales.
Para llevarlas a cabo, seguimos los siguientes objetivos:

1. Estudiar el efecto motor en la prueba de Open-field en el grupo de Ephenidine (2’5
mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg), en comparacion con el grupo control de salino y el grupo

de 10mg/kg de Ketamina.

2. Estudiar el efecto motor con la dosis de 10 mg/kg de Ketamina en la prueba de

Open-field en comparacion con el grupo control de salino.

3. Medir el tiempo de inmovilizacion en la prueba de Natacion Forzada y comparar el
grupo de Ephenidine (2°5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg) con el grupo control de salino y
el grupo de 10 mg/kg de Ketamina.

4. Comparar en la prueba de Natacion Forzada, el grupo de 10 mg/kg de Ketamina con

el grupo salino.
Método
Animales

Los animales usados en este experimento (N=73) fueron ratas macho Wistar adultas
(280-300 gramos). Se alojaron por parejas en jaulas, a unos 22-24 grados de temperatura y
con comida y agua “ad libitum”. Se utilizaron tres grupos de animales, en concreto ratas, uno
experimental, donde se observaron los efectos del nuevo farmaco; un grupo control, que

servia para controlar posibles variables extrafas; y otro grupo control donde se utilizaba la
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Ketamina, para asi comparar sus efectos con el nuevo antidepresivo. Las ratas siguieron un

ciclo luz-oscuridad de 12 horas (7:00 a 19:00). Las cajas en las que se encontraban cumplian

con la normativa de alojamiento. Ademas, el experimento contaba con el certificado del

comité ético: 09/08/2019/138 (Ver Anexo I).

Aparatos

Las pruebas que se llevaron a cabo fueron la prueba de Open-field o “campo abierto”

y la prueba de Natacion Forzada.

I.

2.

Open-field: para realizar esta prueba fue necesario una caja cuadrada y negra
(60x60x60), de material plastico y resistente, para que asi sea facil de limpiar. La caja
tenia que tener 4 muros lo suficientemente altos y gruesos para evitar que los animales
salieran. En el fondo de la caja habia una cuadricula roja a modo de guia para analizar
los movimientos de las ratas. También fueron necesarios productos de limpieza
(alcohol 70°), un crondémetro y una camara de video sujeta con un tripode para poder
grabar. El programa que se uso para el andlisis de esta prueba fue el ToxTrack animal

tracking software.

Natacion Forzada: para realizar esta prueba se necesitaron 7 piscinas cilindricas
rellenas de 10 litros de agua, cada una con una altura de 35 cm, cada piscina estaba
separada entre si por una plancha de metacrilato negra, que imposibilitaba la vision de
los animales adyacentes. Se necesitaron ademas utensilios para sacar al roedor de la
piscina, toallas para secar y cronometro. La temperatura del agua fue de 22-24 grados
centigrados. La prueba se realizaba en intervalos de 5 minutos. Para registrar la
conducta de los animales se usé una camara sujeta con un tripode, posibilitando asi el

visionado y el posterior andlisis de la conducta de los animales.

Analisis estadisticos

A la hora de analizar los datos recogidos, fue necesario utilizar el programa

estadistico Jamovi para poder realizar las pruebas pertinentes.

El analisis fue realizado siguiendo los objetivos principales del estudio.

Para comprobar si se habia cumplido nuestro primer objetivo, primero se realizaron
los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas. Para una de las variables

fue necesario realizar una prueba no paramétrica, en concreto un ANOVA de un factor
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no paramétrico (Kruskal-Wallis) y una comparacion DSCF Pairwise. Posteriormente
se llevo a cabo una prueba ANOVA de un factor y los contrastes Post Hoc necesarios.
2. Para comprobar los objetivos 2, 3 y 4, se realizaron los supuestos de Normalidad y

Homogeneidad de Varianzas para asi realizar ANOVAs de un factor.
Farmacos
Los farmacos usados en este experimento fueron los siguientes:

1. Ephenidine: Ep2.5; Ep5 y Ep10, estos grupos indican la dosis en miligramos que se
les administraba de manera subcutanea a los animales. La procedencia de la sustancia
era la Universidad de Cagliari.

2. Ketamina: La dosis administrada fue de 10 mg/kg a modo de control. Esta sustancia
procedia de Sigma Aldrich.

3. Solucién salina (10 mg/kg) a modo de control.

Para preparar las dosis de Ephenidine, primero se cogian 100 mg, luego se colocaba
en un vial con una capacidad de 15 ml. Posteriormente se pipeteaba 5 ml de Tween 80 en un
cilindro y se llevaba a 100 ml agregando 95 ml de agua destilada, se agitaba suavemente para
formar una suspension. Se afiadia 10 ml de esta suspension al vial que contenia Ephenidine y
se agitaba suavemente. Era importante tener en cuenta que la Ephenidine es una sustancia

complicada de disolver.

En cuanto a la dosis de Ketamina, habia que diluir la Ketamina inyectable (100

mg/ml) en suero fisioldgico a 1:10 hasta llegar a 10 mg/kg.
Procedimiento

A las 24 horas de administracion subcutanea del farmaco, los animales pasaban por la
prueba del Open-field de manera contrabalanceada. Cinco minutos antes de acceder a la caja
en donde se realizaba el Open-field, los animales estuvieron habituandose a la sala donde se
realizaba. Transcurridos esos cinco minutos, el animal era introducido en la caja de la prueba,
situdndose en el centro de la misma. El investigador abandonaba la sala y pasados los cinco
minutos, el animal volvia a su jaula hogar, limpiandose la caja de prueba con alcohol al 70%
para eliminar los restos que hubiera asi como posibles olores. Cada sesion se grababa y

posteriormente se hacia el visionado y analisis de los datos con el programa ToxTrack.
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Una vez pasadas las 48 horas de administracion del farmaco, de manera consecutiva y
en la misma sala que estuvieron el dia anterior, los animales comenzaban la prueba de
Natacion Forzada de manera contrabalanceada. El animal se introducia en la piscina de agua
durante 5 minutos. El investigador permanecia en la sala, y cuando los 5 minutos pasaban, se
sacaba al animal, se secaba y se le colocaba de vuelta en la jaula. Cada sesion era grabada y

visionada posteriormente para realizar el analisis.
Disefo
Las variables dependientes de nuestro estudio fueron:

1. La conducta motora medida a través de velocidad (mm/s), aceleracion (mm/s”2),
distancia recorrida en metros y ratio de exploracion operacionalizado como el tiempo
en minutos que pasa el animal a dos patas u olisqueando/lamiendo la zona.

2. Lainmovilizacién de los animales, medida en segundos.
Las variables independientes fueron:
3. El farmaco y la dosis administrada.
Resultados

Estudio del efecto motor en la prueba de Open-field en el grupo de Ephenidine (2°5
mg/kg, S mg/kg, 10 mg/kg), comparando con el grupo salino y Ketamina (10 mg/kg).

Tras realizar los supuestos de Normalidad y Homogeneidad de Varianzas (Ver Tablas
1 y 2 en Anexos Il y III) para poder realizar un ANOVA de un factor, se paso a realizar el
analisis, teniendo en cuenta que “Ratio de exploracion” no cumplia los supuestos de

Normalidad y Homogeneidad.

A raiz de hacer un analisis de la varianza (ANOVA) se pudo comprobar que
aparentemente no habia efectos motores en la prueba Open-field. Los animales del grupo
experimental no se movian mas, ni mas rapido que los demas grupos. No se encontraron
diferencias significativas en velocidad (Fs ss=1.746; p=0.153) (Ver Figura 1), ni en
aceleracion (Fsss=1.585; p=0.191) (Ver Figura 2), ni tampoco en distancia recorrida en

metros (Fss=1.186; p=0.327 ) (Ver Figura 3).

Sin embargo, si que se encontraron diferencias en el ratio de exploracién en funcién

del grupo a través de hacer un ANOVA no paramétrico (y?= 22.5, df=4,; p<.001) (Ver Figura
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4). Para comprobar qué grupos difieren en esta variable, se hizo una comparacion “DSCF

Pairwise”.

Esta prueba indico que el grupo de Ephenidine en su dosis a 5 mg/kg presentaba un
ratio de exploracion significativamente menor que los grupos de Ephenidine a dosis de 10
mg/kg (p<0,01) y 2,5 mg/kg (p<,001). También, el grupo de Ephenidine en su dosis a 5
mg/kg presentaba un ratio de exploracion significativamente menor que el grupo salino

(p<0,05).

Figura 1
Representacion grdfica de la velocidad medida en milimetros/segundos segun el grupo.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. No se observan diferencias significativas.

Figura 2
Representacion grafica de la aceleracion medida en milimetros/segundos™2 segun el grupo al

que pertenecian.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. No se observan diferencias significativas.

Figura 3

Representacion grdfica de la distancia en metros segun el grupo al que pertenecian.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. No se observan diferencias significativas.
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Figura 4
Representacion grdfica del ratio de exploracion en minutos segun el grupo al que

pertenecian.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. Se observa como el grupo de Ephenidine a dosis 5 mg/kg obtiene una

puntuacion significativamente menor que los grupos de salino, Ephenidine 2.5 mg/kg y Ephenidine 5 mg/kg.

Estudio del efecto motor con la dosis de 10 mg/kg de Ketamina en comparacion con el

grupo control de salino.

Se cumple la igualdad de varianzas entre los grupos, ya que la prueba de Levene no es
significativa (Ver Tabla 3 en Anexo IV) y también se cumple el test de Normalidad (Ver

Tabla 4 en Anexo V).

Por ello realizamos el ANOVA de un factor. No se observaron diferencias

significativas en ninguna de las variables (Ver tabla 5).
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Tabla §
ANOVA de un factor realizado para observar las posibles diferencias en la prueba de

Open-field entre el grupo de Ketamina y salino segun las distintas variables dependientes.

F dft df2 p

VELOCIDAD 0.0410 1 21.7 0.841
ACELERACION 0.1227 1 21.7 0.729
DISTANCIA EN 0.0111 1 217 0917
METROS

RATIO DE 0.0448 1 172 0.835
EXPLORACION

Nota: En la tabla se observan las distintas puntuaciones segun los niveles de la variable dependiente “conducta

motora”. No se observan diferencias significativas.

Nivel de inmovilizacion en la prueba de Natacion Forzada, comparando el grupo de
Ephenidine (2’5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg) con el grupo control de salino y el grupo de
10 mg/kg de Ketamina.

Una vez realizados los supuestos, €stos no resultaron significativos (Supuesto de
normalidad W= 0.976; p=0.184; Supuesto de Levene’s Fisr= 1.57; p=0.193) por lo que se
cumplia la igualdad de varianzas y la normalidad de puntuaciones. Por ello, se realizé un
ANOVA de un factor. Al comparar los grupos en funcién del tiempo, se obtuvieron

diferencias significativas (£4312=6.37; p<.001).

Para estudiar entre qué grupos hay diferencias significativas se realizaron los analisis
Post-Hoc (Ver tabla 6). A través de estos analisis se puede observar que habia diferencias
significativas entre el grupo control de Salino con el grupo experimental de Ephenidine, en

concreto con el grupo de 10 mg/kg (p=0.002) (Ver Figura 5).
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Tabla 6
Andlisis Post-Hoc realizados sobre el tiempo de inmovilizacion medido en segundos,

comparando todos los grupos.

Sal Ket Ep25 EpS Epl0

Sal Mean — 30.6 2458 27.12 525

difference

p-value — 0.126 0.346 0.145 0.002
Ket Mean —  -6.01 -347 219

difference

p-value — 0990 0.998 0.426
Ep Mean — 254 279
2.5 difference

p-value — 0.999 0.225
Ep5 Mean — 254

difference

p-value — 0.196
Ep Mean —

10 difference

p-value —

Nota: Las abreviaturas que aparecen en la tabla se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. Se puede observar como hay diferencias significativas entre el grupo de
salino y el grupo de Ephenidine 10 mg/kg.
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Figura §
Representacion grdfica del tiempo de inmovilizacion (segundos), comparacion segun el

grupo al que pertenecian.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg; Ep2.5: Ephenidine 2.5 mg/kg; Ep 5: Ephenidine 5
mg/kg; Ep 10 Ephenidine 10 mg/kg. Se puede observar como a medida que la dosis de Ephenidine aumentaba,
el tiempo de inmovilizacion iba descendiendo. Se observan diferencias significativas entre el grupo de salino y
el grupo de Ephenidine con 10 mg/kg, siendo el grupo control de salino el que pasa mayor cantidad de tiempo
inmovilizado.

Comparacion del grupo de 10 mg/kg de Ketamina con salino en el nivel de

inmovilizacion.

Una vez realizados los supuestos de homogeneidad (Levene’s) (Fi24= 7.30e-4;
p=0.979) y de Normalidad (W=0.957; p=0.340) se realizo un ANOVA en el que se
comparaba el grupo de Ketamina con el grupo control. Los resultados (Ver Figura 6)

indicaron que habia diferencias significativas (Fi2:s=11.4; p=0.003 ).
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Figura 6
Representacion grdfica del tiempo de inmovilizacion medido en segundos, comparacion del

grupo de salino con el grupo de Ketamina.
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Nota: Las abreviaturas que aparecen en la grafica se refieren a los grupos a los que pertenecian los animales;
siendo Sal: grupo salino 10 mg/kg; Ket: Ketamina 10 mg/kg. Se observa cémo el grupo control de salino pasa

mayor cantidad de tiempo inmovilizados que el grupo control de Ketamina.
Discusion

En el presente estudio se propuso analizar conductualmente los efectos de la sustancia
Ephenidine, como candidata para el tratamiento de la depresion. La importancia de encontrar
un farmaco de accion rapida se debia, entre otras cosas, a la alta tasa de suicidio que
encontramos hoy en dia (OMS, 2021). Es importante recalcar que en este experimento hemos
intentado asemejarnos a través de un modelo animal a lo que podria ser la sintomatologia
depresiva en humanos, partiendo de la premisa de que no se puede hablar de la existencia de

depresion en animales, y que por lo tanto son inferencias lo que llevamos a cabo.

Las hipdtesis planteadas sobre el efecto en la inmovilizacion y en la actividad motora
se han cumplido. Esperabamos no encontrar diferencias en la actividad motora, y se observo
que no habia efecto motor en la prueba de Open-field producido por Ephenidine en
comparacion con el grupo salino y el grupo de Ketamina. Esto nos indica que el resultado de
la nueva sustancia es especifico y no hay indicios de hiperactividad. En cuanto a la Ketamina,

tampoco se encontro efecto motor producido por la misma en comparacion con el grupo de
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salino. En estudios anteriores donde utilizo Ketamina, se observaron efectos motores a partir

de dosis de 50 mg/kg (Hetzler & Swain Wautlet, 1985).

Por lo tanto, el hecho de no encontrar ningtin efecto motor aumento el interés que
teniamos en la sustancia. Lo primero que queriamos saber es si podia producir o no un efecto
motor de hiperactividad en los animales, de haber existido este incremento, a las 24 horas
hubiera sido muy intenso ya que hay mas concentracion de sustancia en el organismo. Es en
ese momento (a las 24 horas) cuando se realizaba la prueba de Open-field. Observamos que
no se encontraba dicho efecto motor por lo que podiamos esperar que a las 48 horas, cuando
se pasaba la prueba de Natacion Forzada, no hubiese efecto motor. De esta manera podriamos
inferir que de haber efecto en la prueba de Natacion Forzada este seria especifico del

farmaco.

A la hora de probar las hipotesis de inmovilizacion en la PNF, esperdbamos que los
animales del grupo experimental estuvieran menos tiempo parados en comparacion con los
demas grupos, se observé que con la dosis de 10 mg/kg de Ephenidine los animales
permanecian menos tiempo quietos, siendo con esta dosis con la que mas efecto se encontro.
También se encontraron diferencias entre el grupo de Ketamina y salino en la PNF, hecho
acorde con la literatura previa (Yang et al., 2013). Sin embargo, en contra de lo que
hipotetizamos, el efecto de la Ephenidine sobre la inmovilizacion, no llega a ser

significativamente menor que el observado con la Ketamina.

No hay investigacion previa que relate el uso de la Ephenidine como farmaco para
ayudar a la sintomatologia depresiva. La poca investigacion al respecto muestra que es una
sustancia que se ha llegado a usar para reducir efectos ansidégenos, asi como para usos
recreativos, pero de manera no controlada (Eiden et al., 2018). Ademas, se ha encontrado que
la dosis umbral es de 8 mg/kg, presentando el maximo efecto con 128 mg/kg (Wallach &
Brandt, 2018). Es evidente por lo tanto la necesidad de realizar mas estudios con esta
sustancia, como el aqui presente, para asi determinar las dosis exactas que pueden llegar a

producir un cambio favorable en las conductas problematicas del paciente.

Cabe mencionar el oportuno debate que puede crearse en cuanto a la funcion de la
prueba de Natacion Forzada en nuestro estudio. Para empezar, el agua de las piscinas estaba a
una temperatura considerada fria para los animales, ademas no se cambiaba entre animales,
por lo que el olor y algunos excrementos permanecian hasta el final de la sesion. A raiz de

esto, se puede plantear si el fArmaco ha producido efectos ansioliticos o antidepresivos. Sin
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embargo, como bien sabemos, los patrones conductuales de los trastornos suelen ser comunes
para muchos de ellos. Esto deriva en una gran comorbilidad, sobre todo en ansiedad y
depresion (Hranov, 2007), provocando muchas veces dificultades para diferenciarlos. A pesar
de ello, se puede realizar el experimento protocolizando las condiciones ambientales durante
la prueba para que sean los sintomas de desesperacion caracteristicos los que predominen, e

intentando eliminar factores estresantes como los ya comentados.

Sobre las limitaciones, la duracion empleada para el test de Natacion Forzada se
puede plantear alargar de 5 a 15 minutos, de esta manera creemos que se conseguiria
aumentar la sensibilidad del mismo. Se prevé que los resultados en este tiempo sean ain mas
notorios. En cuanto a las alucinaciones, es posible que la dosis administrada haya podido
estar causando alucinaciones en la muestra elegida, esto se podria deber a las diferencias
significativas observadas en la prueba Open field, en concreto en el ratio de exploracion. Este
dato seria importante estudiarlo en futuras lineas de investigacion, ya que habria que
determinar la dosis en la que podria haber algin patron alucindégeno. En estudios anteriores
con sustancias psicoactivas (Noworyta-Sokotowska et al., 2018) encuentran que el ratio de
exploracion es menor tras la administracion de la sustancia, efecto que encontramos en

nuestro experimento con la dosis de 5 mg/kg de Ephenidine.

En futuros experimentos, se podria contar con pruebas especificas para medir este
tipo de comportamiento, no obstante como ya se ha planteado, al contar con el inconveniente
de la falta de conducta verbal por parte de los roedores, es dificil operacionalizar los posibles
comportamientos disociativos y/o alucinégenos. Estudios como el realizado sirven de
screening para futuras lineas en las que se estudiaran mas a fondo las limitaciones, asi como
el uso de nuevas pruebas con las que medir los posibles efectos antidepresivos de esta nueva

sustancia.
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Anexo II. Test de Homogeneidad de Varianzas realizado para poder llevar a cabo el Analisis
de la Varianza en los datos de la prueba Open-field en los que se comparaba el grupo
Ephenidine con el grupo salino y Ketamina.

Tabla 1

Test de Homogeneidad de Varianzas (Levene's).

F dft df2 p

VELOCIDAD 1.066 4 55 0382

ACELERACION 0.711 4 55 0.588

DISTANCIA EN 1.296 4 55 0.283
METROS

RATIO DE 3.065 4 55 0.024
EXPLORACION

Nota: La tabla muestra el Test de Homogeneidad de Varianzas realizado para los analisis de la prueba
Open-field. Siendo un valor de “p” significativo (<.05) indicativo de que se estd incumpliendo el principio. Se
muestran las distintas variables medidas (velocidad, aceleracion, distancia en metros y ratio de exploracion).
Como se puede comprobar, el ratio de exploracion incumple este test por lo que se realizé una prueba no

paramétrica.
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Anexo III. Test de Normalidad realizado para poder llevar a cabo el Analisis de la Varianza
en los datos de la prueba Open-field en los que se comparaba el grupo Ephenidine con el
grupo salino y Ketamina.

Tabla 2

Test de Normalidad (Shapiro-Wilk).

W p
VELOCIDAD 0.981 0.453
ACELERACION 0.977 0.318
DISTANCIA EN METROS 0.985 0.674
RATIO DE EXPLORACION 0.928 0.002

Nota: La tabla muestra el Test de Normalidad realizado para la prueba Open-field. Siendo un valor de “p”
significativo (<.05) indicativo de que se esta incumpliendo el principio. Se muestran las distintas variables
medidas (velocidad, aceleracion, distancia en metros y ratio de exploracion). Como se puede comprobar, el ratio

de exploracion incumple este test por lo que se realizé una prueba no paramétrica.
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Anexo IV. Test de Homogeneidad de Varianzas realizado para poder llevar a cabo el Analisis
de la Varianza en los datos de la prueba Open-field en los que se comparaba el grupo salino y
el grupo Ketamina.

Tabla 3

Test de Homogeneidad de Varianzas (Levene's)

F dft d2 p

VELOCIDAD 0.144 1 22 0.708

ACELERACION 0272 1 22 0.607

DISTANCIA EN 0.140 1 22 0.711
METROS

RATIO DE 2853 1 22 0.105
EXPLORACION

Nota: Un valor bajo de “p”(<.05) supone un incumplimiento del supuesto. Se muestran las distintas variables
medidas (velocidad, aceleracion, distancia en metros y ratio de exploracion).
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Anexo V. Test de Normalidad realizado para poder llevar a cabo el Analisis de la Varianza en
los datos de la prueba Open-field en los que se comparaba el grupo salino y el grupo

Ketamina.

Tabla 4
Test de Normalidad (Shapiro-Wilk)

W p
VELOCIDAD 0.977 0.829
ACELERACION 0.977 0.833
DISTANCIA EN METROS 0.980 0.889
RATIO DE EXPLORACION 0.935 0.125

Nota: Un valor bajo de “p” (<.05) supone un incumplimiento del supuesto. Se muestran las distintas variables
medidas (velocidad, aceleracion, distancia en metros y ratio de exploracion).



