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Psicobiologia. — /nfluenza della morfina e dell’eroina sui processt
di consolidazione della memoria del topo. Nota di CLAUDIO CASTELLANO
e Rira GasBARRA, presentata @ dal Socio D. Bover.

SUMMARY. — Morphine and heroin have been injected in DBA/2] mice during a light-
dark discrimination learning, in the Y water maze.

From the analysis of the performances inside each session and between two consecutive
sessions, an impairment in the long term memory consolidation processes of the opiates in-
jected animals has been evident, as compared to saline injected controls.

The results are discussed on the basis of the dualistic concept of memory, and of recent

neurophysiological acquisitions on the REM phase of sleep, and its relationship with opiate
administration.

L’azione delle sostanze stupefacenti, morfina in particolare, & stata stu-
diata sia in animali gia addestrati che in corso di addestramento in varie con-
dizioni sperimentali. Tutte le ricerche effettuate hanno messo chiaramente
in evidenza l'effetto deprimente esercitato dagli oppiacei sul comportamento
(Cook e Weidley, 1957, Holten e Sonne, 1958; Clarck e Samuel, 1969; Hill
et al., 1957; Banerjee, 1971; Holtzmann e Jewett, 1971; Castellano, 1973).

La presente ricerca ¢ stata condotta allo scopo di effettuare un’analisi
approfondita dei meccanismi alla base di tale effetto deprimente, anche alla
luce delle piti recenti acquisizioni nel campo degli effetti neurofisiologici di
tale gruppo di sostanze. A questo fine & stato utilizzato un test di discrimina-
zione in un labirinto ad acqua a forma di Y. Tale scelta & stata fatta tenendo
conto delle possibilita di studiare, in questa condizione sperimentale, il com-
portamento degli animali sotto I'influenza di un’elevata motivazione ed in due
condizioni sperimentalmente differenti, 'una corrispondente alla consolida-
zione di un comportamento innato (direzionalitd verso la luce), I'altra all’acqui-
sizione di una nuova forma di comportamento (direzionalitd verso il buio).
La scelta di questa tecnica particolare (discriminazione luce-buio) & stata
effettuata anche tenendo conto dell’utilitd gid dimostrata da questo test nel-
'analisi dell’effetto psicotico di altri tipi di farmaci. Esperimenti precedenti
avevano infatti gia dimostrato come sia possibile mettere in evidenza una dif-
ferente sensibilita dei due comportamenti all’azione di vari agenti farmaco-
logici, e come, in particolar modo, il comportamento innato sia risultato sovente
pitt resistente dell’acquisito all’azione disturbante dei farmaci (Castellano,
1971 a, b; Castellano, 1973). Questo test si era inoltre dimostrato utile nel-
l'analisi degli effetti di alcune sostanze (cocaina, amfetamina e pemolina)
sull'apprendimento e la memoria del topo (Castellano, 1974).

(*) Nella seduta del 29 giugno 1974.
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METODI

L’apparecchiatura consiste di due labirinti ad Y identici in plexiglas
nero. Ogni braccio della Y misura cm. 35 di lunghezza, 9 di larghezza e 33
di altezza. Ad ognuna delle tre estremitd, a circa 15 cm di altezza, & situata
una piattaforma mobile, ed al di sopra di questa una sorgente luminosa.
L’acqua arriva al livello delle piattaforme quando queste sono sollevate, e
le copre per circa 10 cm quando sono abbassate. Un apparecchio termostatico
mantiene 'acqua a temperatura ambiente (circa 20° C). L’apparecchio, com-
pletamente automatizzato, & programmato in modo che ogni minuto si abbassi
la piattaforma su cui ¢ posto 'animale e contemporaneamente, con sequenza
casuale, si alzi una piattaforma in un altro braccio. In repporto alla modalitd
di accensione della sorgente luminosa vi ¢ la possibilitd di scelta fra due pro-
grammi: @) in un primo programma (direzionalitd verso la luce) ogni minuto
si abbassa la piattaforma su cui & posto 'animale e si spegne la luce sovra-
stante, mentre contemporaneamente si alza un’altra piattaforma e si accende
la luce corrispondente, con sequenza causale; 4) in un secondo programma
(direzionalitd verso il buio) la piattaforma alzata & invece associata con la
mancanza di luce. :

I labirinti in funzione sono coperti da un pesante telo nero per impedire
l'orientamento visivo dell’animale, e costringerlo alla discriminazione luce—
buio. I movimenti dell’animale sono registrati da tre cellule a raggi infrarossi
poste una per braccio, e riportati da un poligrafo a quattro penne, tre corri-
spondenti ai bracci ed una per registrare la risposta corretta. Si distinguono:
a) risposte corrette, &) errori semplici (I'animale prende un braccio shagliato
ma poi, una volta uscitone, da la risposta corretta), ¢) errori multipli ('animale
prende pili volte un braccio sbagliato).

Gli esperimenti sono stati condotti su gruppi distinti di topi che venivano
iniettati con le sostanze in esame nel corso dell’allenamento a dirigersi verso
la luce o verso il buio. Ogni seduta di allenamento, della durata di §min
comprendeva 5 prove alla distanza di 1 min una dall’altra. Le prove sono state
condotte per un arco di 10 sedute, ¢ le prestazioni degli animali trattati sono
state confrontate con quelle di animali di controllo iniettati con soluzione
fisiologica. Per la presente ricerca sono stati utilizzati 200 topi & appartenenti
al ceppo DBA/2] (Jackson Lab.) del peso di circa 25 gr all’inizio dell’esperi-
mento. Per il trattamento farmacologico sono state utilizzate morfina ed eroina
cloridrate. Esse sono state iniettate per via endoperitoneale ciascuna in gruppi
differenti di 8 animali, 15 min prima dell’esercizio, alle dosi di 10, 30 ¢ 50 mg/kg
per la morfina e 5, 10 e 20 mg/kg per I'eroina.

; RISULTATI
1) Controlli (fig. 1, 3).

Confermando i risultati gid ottenuti con il test da noi usato (Sansone ez. a/.
1969) gli animali allenati a dirigersi verso la luce partivano da un livello di
risposte corrette superiore al 509%,, con una percentuale minima di errori
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multipli in prima seduta, e raggiungevano dopo tre sedute il 1009, di
risposte corrette. Gli animali allenati a dirigersi verso il buio mostravano
di acquisire questo comportamento molto pitt lentamente del precedente,
partendo da una percentuale di risposte corrette del 30 %, circa in prima seduta.
Gli errori multipli erano in questo gruppo significativamente superiori a quelli
del gruppo precedente e venivano del tutto eliminati solo dopo la quarta seduta.

Il criterio del 100 9, di risposte corrette era raggiunto, in questo gruppo, solo
all’ottava seduta di allenamento.
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Fig. 1. — Media percentuale delle risposte cor-
rette (colonne chiare), errori semplici (colonne
con cerchietti), errori multipli (colonne scure),
ed analisi delle prestazioni all’interno delle
sedute, di 8 topi di controllo allenati a dirigersi
verso la luce. 0
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2) Trartamento (fig. 2, 4).

I due gruppi di animali trattati con 10 mg/kg di morfina e 5 mg/kg di
eroina rispettivamente, nel corso dell’allenamento a dirigersi verso la luce,
mostravano in prima seduta un comportamento simile a quello dei controlli,
e cio¢ le loro prestazioni non scendevano mai al di sotto del livello di 50 % di
risposte corrette. Nel corso delle sedute successive, invece, le prestazioni degli
animali trattati si mantenevano costantemente al di sotto di quelle del gruppo
di controllo, e miglioravano molto lentamente, sicché solo in 10% seduta rag-
giungevano il livello del 9o % di risposte corrette.

Anche negli animali trattati con le stesse dosi e allenati a dirigersi verso
il buip si osserva un rallentamento nell’acquisizione di questo nuovo compor-
tamento, ed essi raggiungevano in decima seduta circa 1'809, di risposte
corrette.

I due gruppi di topi trattati rispettivamente con 30 mg/kg di morfina
e 1o mg/kg di eroina, nel corso dell’allenamento a dirigersi verso la luce, par-
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tivano, similmente a quelli trattati con le dosi inferiori, da livelli simili a quelli
dei controlli, ma le loro prestazioni rimanevano oscillanti intorno alla media
di partenza fino alla decima seduta.

Alle stesse dosi, i gruppi di animali allenati a dirigersi verso il buio mo-
stravano, a partire dalla quarta seduta un livello di prestazioni significativa-
mente inferiore a quello dei controlli e tale da non raggiungere ancora in decima
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Fig. 2. - I-X. Media percentuale di risposte corrette (colonne chiare), errori semplici (colonne

con cerchietti), errori multipli (colonne scure), ed analisi delle prestazioni all’interno delle

sedute di 8 topi trattati con 30 mg/kg di morfina ed allenati a dirigersi verso la luce. XI-

XTII. Sospensione del trattamento. Analisi statistica (tratt. vs. controlli) (test di Student);
I: ns.; II-III; XII: p < 0.05; IV-XI: p < o.01; XIII: ns.

seduta il 509, di risposte corrette. A dosi superiori (50 mg/kg di morfina e
20 mg/kg di eroina) gli animali trattati manifestavano fenomeni di incoordi-
nazione motoria, e nella maggioranza dei casi dovevano essere tolti dall’appa-
recchio per evitarne l'affogamento.

Sia per gli animali di controllo che per gli animali trattati & stata infine
condotta un’analisi delle prestazioni all'interno di ogni seduta mediante il
calcolo della media percentuale delle risposte corrette relativa a ciascuna delle
prove di cui la seduta era composta.
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Per quanto riguarda i gruppi di controllo, quest’analisi ha permesso di
mettere in evidenza un progressivo e costante aumento delle prestazioni al-
Pinterno di ogni singola seduta di allenamento; un graduale incremento delle
prestazioni & stato inoltre sempre registrato fra ogni seduta e quella successiva.
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Per quanto riguarda gli animali sottoposti a trattamento, al contrario,
in entrambe le condizioni sperimentali, tra I'ultima prova di ogni seduta e la
prima della seduta immediatamente successiva si & sempre registrato un crollo
delle prestazioni, le quali miglioravano poi costantemente nell’ambito della
seduta stessa, come per i gruppi di animali di controllo.

DISCUSSIONE

La presente ricerca mette chiaramente in risalto 'esistenza di un’inter-
ferenza operata dai farmaci stupefacenti sui processi di consolidazione della
memoria. :

" Le analisi del’andamento delle prestazioni all'interno di ogni seduta e
fra due sedute consecutive mettono in evidenza come, similmente ai controlli,
nell’ambito di ogni seduta le prestazioni degli animali trattati con morfina
od eroina migliorino progressivamente, e al contrario dei controlli, un netto
crollo delle prestazioni sia evidente tra ogni seduta e la successiva.

I risultati appaiono particolarmente suggestivi, in quanto essi possono
essere interpretati in base al concetto dualistico della memoria: i farmaci stupe-
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facenti lascerebbero cioé inalterata la capacitd di apprendere nel corso di una
stessa seduta (memoria a breve termine) mentre interferirebbero con i processi
di consolidazione della memoria (memoria a lungo termine).

L’effetto della morfina e dell’eroina, pud essere paragonato quindi agli
effetti provocati dagli anestetici generali (protossido d’azoto, etere) e descritti
da Jarvik (1964) e da McGaugh e coll. (19635).

Urn’interpretazione dell’effetto degli oppiacei sui processi di consolidazione
della memoria potrebbe essere infine fornita dalle piui recenti acquisizioni
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Fig. 4. — I-X. Media percentuale di risposte corrette (colonne chiare), errori semplici (colonne

con cerchietti), errori multipli (colonne scure), ed analisi delle prestazioni all’interno delle

sedute di 8 topi trattati con 30 mg/kg di morfina ed allenati a dirigersi verso il buio. XI-XV:

Sospensione di trattamento. Analisi statistica (tratt. vs. controlli) (test di Student); I-II:
n.s.; III-V; XIII: p <o.05; VI-X: p < o.01; XIV-XV: ns.

sulla neurofisiologia del sonno ed in relazione al concetto del ruolo funzionale
del sonno paradosso o sonno REM (Jouvet, 1967). Da risultati ottenuti con
I'ausilio di tecniche atte a determinare una deprivazione sperimentale della
fase REM del sonno, ¢ stata avanzata l'ipotesi che tale stadio del sonno sia
coinvolto nei processi di consolidazione della memcria (Feldman, 1968;
Fishbein, 1969, 1971; Le Conte, 1970; Lucero, 1961; Pearlman, 1971, 1972;
Stern, 1971), recenti ricerche di Pagel e coll. (1971) condotte su ceppi puri
di topi hanno mostrato inoltre come la percentuale di sonno paradosso sia
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correlata alla capacitd di apprendimento e consolidazione messe in evidenza
da Bovet, Bovet-Nitti, Oliverio (1969) negli stessi ceppi.

Ricerche effettuate sull’'uomo (Kay ef a/. 1969), sul ratto (Khazan ez. al/.
1967) e sul gatto (Maynert e Levi, 1964; Echols e Jewett, 1972) hanno portato
infine alla conclusione che la morfina causa una diminuzione nella durata e
nella percentuale di sonno paradosso.

Le ricerche sopracitate ci permettono quindi di avanzare l'ipotesi che il
disturbo della consolidazione della memoria osservato negli animali trattati
con morfina ed eroina neclle nostre condizioni sperimentali si attua attraverso
un meccanismo differentc sia da quello degli anestetici generali sia da quello
degli inibitori enzimatici.
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