Variazioni di sensibilita alla Cloropromazina della risposta
strumentale di salvaguardia nel ratto: condizionamento
semplice e discriminazione

Grorcio BIGNAMI e Grovanna CARRO (*)

Laboratori di Chimica Terapeutica

o

Riassunto. — E stata misurata la sensibilita alla Cloropromazina della
risposta attiva di salvaguardia in. due diverse condizioni sperimentali nel
ratto. In un caso (condizionamento semplice) gli animali dovevano dare sol-
tanto risposte attive di salvaguardia ad uno stimolo luminoso. Nell’aliro
caso (discriminazione) coesistevano nella stessa seduta prove di condiziona-
mento attivo, identiche a quelle del caso precedente, e prove di condiziona-
mento passivo, nelle quali gli animali erano puniti per ogri risposta allo
stesso stimolo luminoso se accompagnato da uno stimolo sonoro. Si & osser-
vato che la risposta attiva di salvaguardia era soppressa dalla Cloroproma-
zina a dosi superiori rel caso del condizionamento semplice rispetto alla
discriminazione. Sono stati anche confermati alcuni dati della letteratura,
ottenuti con un condizionamento di salvaguardia di tipo diverso (STONE,
1964), indicanti che la precedente somministrazione di una dose decondi-
zionante di Cloropromazina pud accrescere la sensibilita dell’animale a dosi
inferiori, di cui I'effetto era stato in un primo tempo minore.

Summary. (Variations in sensitivity to Chlorpromazine of shuttle-box
avoidance responses in the rat : active avoidance and «go-no-go» discrimination).
— The dose of Chlorpromazine which reduced by 50 %, the number of active
avoidance responses in a shuttle-box was estimated in two different situa-
tions in the rat. The first was a conventional active avoidance test, in which
a light stimulus preceded by 5 seconds the administration of an electric
shock. Ar avoidance response terminated the light stimulus. An escape
response terminated both light and shock. Intertrial responses were
punished by shock. The second situation was a successive «go-no-go »

(*) Borsista dei Laboratori di Chimica Terapeutica.
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discrimination with symmectrical reinforcement. During discrimination
sessions the animals were given both active avoidance trials (identical
to those described above) and passive avoidance trials, During the latter
a negative stimulus complex (light plus noise) signalied that the response
had te be withhold in order to avoid shock. The sensitivity to Chlorpro-
mazine was assessed according to the sequential procedure used by
Janku (1964). The reduction. of responses given during the identical
active avoidance trials was measured in both situations. Passive avoi-
dance is known to be practically unaffected by Chlorpromazine in pre-
trained rats, under the conditions used (Bover, RoBusTELLt & Bicnami,
1965). In 11 animals the ED,, was first measured in a series of discrimina-
tion sessions, and then in a series of simple avoidance sessions, In 9 animals
the measurements were made in the reverse order. In both groups the diseri-
mination task had been extensively overlearned, and the animals had been
used for pharmacological experiments (not including Chlorpremazine or
other similar agents) over a period of several months.

Two factors affected the ED,, of Chlorpromazine. The first consisted
in a general increase in sensitivity to the drug over repeated measurements.
This change appears te correspond to the greater effect of small doses of the
drug on continuous avoidance observed when descending doses are used,
as compared with ascending doses (STonE, 1964). The second factor consi-
sted in an increase in sensilivity due to the coexistence of active and passive
avoidance trials within the same scssion. The latter result cannot be explained
by taking inte account the differences in physiological arousal, as in the case
of previously reported experiments (Janku, 1964; King, 1964). In fact, the
arousal level should have been higher in rats performing the discrimination,
since they were submitted to more frequent and intense external stimuli,
in a situation presumably requiring greater « attention » The change in sensi-
tivity might rather be due to differences between the net value of the sti-
mulus, which was used as CS in one case, and both as S+ and as part of the S~
stimulus complex in the other case. Alternatively, it appears possible that
the change be determined by differences in the activity of mechanisms re-
sponsible for the initiation and for the control of motor responses, due to the
fact that responding te stimuli in general could produce opposite effects.
The existence of such mechanisms has been repeatedly postulated in the
nenropsychological literature in order to account for a number of lesion effects.

Numeroze ricerche condotte negli ultimi anni hanno avuto per oggetto i
fattori che influenzano la sensibilita alla Cloropromazina di vari tipi di com-
portamento condizionato. Tra questi fattori sembrano avere particolare
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importanza le variazioni del tipo e dell'intensitd degli stimoli esterni, sia
quelli usati come segnali condizionati, sia quelli che non hanno rapporto
diretto con il programma di condizienamento. Ad esempio, P'entita dell’effetto
decondizionante della Cloropromazina 2 risultato essere inversamente pro-
porzionale all’intensitd degli stimoli condizionati {AcANYANTS, 1960) ed
incondizionati (Inwin, 1960). Le esperienze di Kinc (1964} hanne inoltre
dimostrato che un elevate livello di stimolazione ambientale (ciot di una sii-
molazione non specifica che non agisce da segnale condizionato) permette di
antagonizzare in parte Ueffetto della Cloropromazina sul comportamento
del ratto nel labirinto. Infine, esperienze sul condizionamento di salvaguardia
condotte da JANEU (1964} in questo laboratorio hanne dimostrato che i ratti
sono assai meno sensibili all’azione decondizionante della Cloropromazina
quande iniziano la prova subito dopo il trattamento, che non quando soro
tenuti a riposo per un’ora fra il trattamento ed il test.

I dati della letteratura e le esperienze da noi condotte sugli effetti delle
sostanze anticolinergiche (BigNami, 1967) indicano perd che, nel valutare
V’azione degli psicofarmaci, oceorre considerare altri fattori che possono de-
terminare non solo la misura, ma anche la direzione delWeffeito osscrvato.
Ad esempio, nel caso degli anticolinergici, I'azione dei farmaci dipende almeno
in parte dal tipe di rispesta che si & resa strumentale. Effetti addirittura
opposti si possono osservare quando vi & una completa opposizione fra i tipi
di risposta richiesti (ad esempio, risposta locomotoria e risposta consistente
in una immobilita). Come gid osservato da McCrLEarY (1961) a proposite
degli effetti di lesioni cerebrali, non si pud parlare in questi casi di non cor-
retta analisi dei segnali condizionati, o di perdita della memoria in senso gene-
rale, o di modificazioni della motivazione,

L’esperienza qui riportata & stata condotta per valutare se la sersi-
bilitd alla Cloropromazina della risposta condizionata di salvaguardia del
ratto potesse essere influenzata dalle vaviazioni della tendenza dell’animale
ad emettere una rigposta motoria ad un determinato stimolo. Dato che il
piano dell’esperienza comportava anche variazioni del livello di stimolazione
esterna dell’animale, si & tentato anche di valutare quale dei due fatiori
avesse maggiore importanza rel determinare il livello di sensibilita alla Cloro-
promazina,

MATERIALI E METODI

Le esperienze sono state condotte su 21 ratti Wistar albini di sesso ma-
gchile, allevati nel nostro Istituto, in parte provenienti da un ceppo non sele-
zionato, ed in parte discendenti da un ceppo da noi selezionato per la rapida
acquisizione del condizionamento di salvaguardia (Bienami, 1965 ; Bionam:
& BoveT, 1965). Dato che gli effetti osservati sono stati simili negli animali
dei due ceppi, essi non verranno pit considerati separalamente in seguito.
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Apparecchiaiura ¢ programmi di condizionaments.

L’apparecchiatura era costituita da una serie di gabbie ¢ programmatori
per il condizionamento di salvaguardia, di un tipo descritto in precedenza
(Bover, Garri & Frank, 1961 ; Frank, Bover & Garri, 1961) ma senza
barriera centrale. Le gabbie avevano il fonde costituito da sharrette metal-
liche elettrificabili per mezzo di un sistema di trasformatori, di resistenze in
serie e di scambiatori di polarita fra le sharre. La risposta richiesta era quindi
costituita dal passaggio dell’animale da un lato alPaltro della gabbia. Per le
esperienze si sono utilizzati due programmi di condizionamento di salva-
guardia, convenzionalmente designati come programma di condizionamenio
semplice ¢ programma con discriminazione. Nel primo ciascuna prova ini-

- ziava con Paccensione di una lampadina (stimolo condizionato, SC) seguita
dopo 3 secondi da uno shock elettrico di cirea 1,5 mA (stimolo incondizio-
nato, SI). L’attraversamento della gabbia dopo Pinizio dello shock (risposta
incondizionata di fuga, RI} eliminava simultaneamente sia lo SC che lo SI.
L’attraversamento della gabbia durante i primi 5 secondi di presentazione
dello SC (risposta condizionata di salvaguardia, RC) estingneva lo SC e pre-
veniva la somministrazione dello SI. Tutte le risposte supplementari emesse
fra la fine di una prova (cioé dopo una RC od una RI) e l'inizio della succes-
siva {nuova presentazione dello SC) erano punite da uno shock, dato che rima-
neva elettrificato il fondo deila gabbia dal late precedentemente abbandonato
dall’animale. Durante tali punizioni supplementari si riaccendeva automati-
camente lo SC.

Il programma cen discriminazione era caratterizzato dalla coesistenza,
nella medesima seduta, di prove di condizionamento di salvaguardia di tipo
attivo, identiche a quelle descritte per il programma semplice, ¢ di prove di
condizionamento di salvaguardia di tipe passive. In queste ultime veniva
usato lo stesso stimolo luminoso, perd preceduto per un secondo ed accom-
pagnato per tutti i § secondi della sua durata da un forte rumore proveniente
da una «cicala » elettrica. Gli animali dovevano imparare a sopprimere le
risposte durante la presentazione di questo complesso negative di atimoli,
poiché tali risposte eranc punite mediante shock.

Schema dell’esperienza,

Tutti gli animali sono stati dapprima addestrati ad emettere risposte
condizionate di salvaguardia secondo il programma semplice nel corso di una
serie di sedute di 5¢ prove ciascuna, con un intervallo di 30 secondi fra una
prova e 'altra e di circa 24 ore fra sedute successive. Essi sono stati quindi
addestrati secondo il programma con discriminazione (25 prove di tipo attive
e 25 di tipo passivo per ogni seduta, secondo lo schema B della Tab. 1).
Dopo il raggiungimento di prestazioni stabili gli animali sono stati adope-
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TarELLA 1.

Schemi del programma di condizionamento .semp]lce di salvaguardia (A)
e del programma con diseriminazione (B).

In A pli animali erano sottoposti esclusivamente a prove in cui la presentazione dello
stimolo lmminoso richiedeva una risposta attiva, ciod l'attraversamento della gabbia ().
In B i ratti erano sottopoati sia a prove di condizionamento attivo, identiche a guelle
esistenti in A, sia a prove in cui la presentazione simultanea dello stimolo himineso e dello
stimole sonore richiedeva che I'animale non passasse dall’altre lnto della gabbia {—). Gli in-
tervallifra 1 e 2,2 e 3, ..., 49 e 50 erano di 30 secondi.
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rati per una serie di prove sugli effetti di vari anticolinergici (Bicnami, 1967).
Al momento in cui & iniziata Vesperienza qui riportata essi avevano pertanto
vipetute VPesercizio moltissime volte (overlearning). Gli animali sono stati
quindi ripartiti a caso in due gruppi di 11 e 10 ratti rispettivamente. Un ratto
del secondo gruppo ¢ morto dopo la prima parte dell’esperienza, ¢ si sono
quindi scartati i dati su di esso raccolti. Nel primo gruppo & stato misurato
dapprima l'effetto decondizionante della Cloropromazina sulle risposte attive
di salvaguardia emesse nel corso delle sedute di discriminazione. Gli animali
sono stati quindi nuovamente sottoposti a prove di condizionamento sem-
plice {25 per seduta, con intervalli distribuiti come quelli esistenti fra le
prove di tipo attivo nel corse delle sedute di discriminazione — schema A,
Tab. 1). E stata quindi eseguita una seconda misura dell’effetto decondizio-
nante della Cloropromazina. Per quanto riguarda il seconde gruppo di ani-
mali, le due misure sono state eseguite in ordine inverso {dapprima condizio-
namento semplice, quindi discriminazione),

L’analisi statistica & stata condotta mediante il t di Student e mediante
Panalisi di varianza per il quadrato latino 2 x 2 (con 9 replicazioni del qua-
drato). Tale schema, di uso frequente in esperienze sul comportamento
(Epwarps, 1960), corrisponde ad una replicazione frazionale (50 2) di una
esperienza fattoriale 2 X 2 x 2, A tale scopo & state necessario scartare a
caso 2 animali dal gruppo di 11 ratti,

Misura della DE,, della Cloropromasina.

La DE,, & stata valutata secondo il procedimento usato da JankU
(1964), ed in maniera identica per le due misurazioni in ciascuno dei gruppi.
La prima dose usata & stata di 2 mg/kg per via sotlocutanea, somministrata
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un’ora prima dell'inizio delle sedute di condizionamcento. A seconda dell’ef-
fetto di questa prima dose (riduzione di meno o di pin del 50 %, delle risposte
attive di salvaguardia) sono state somministrate dosi progressivamente supe-
riori (ciascuna accresciuta di 1 mg/kg rispetto alla precedente) od inferiori
(ciascuna pari alla metd della precedente). L’intervallo fra due trattamenti
era di almene 4 giorni, durante i quaki gli animali venivano sottoposti a se-
dute quotidiane di controllo. In questo modo si sono ottenute, per ogni sog-
getto ed in ciascuna delle due situazioni sperimentali, le due dosi che ridu-
cevano rispettivemente di pitt e di meno del 50 %, il numero delle risposte.
Veniva quindi derivata graficamente la DE,, individuale, dopo trasformazione
in probijt della riduzione percentuale delle risposte attive. Il comportamento
nel corszo delle prove di tipo passive in corso di discriminazione non & stato
oggetto di analisi, dato che negli animali hene addestrati esso & scarsamente
modificato dalla Cloropromazina (Bover, RoeusTeELL: & Bicnami, 1965).

RISULTATI

Le DE,, medie della Cloropromazina, basate su tutte le misurazioni
eseguite entro ciascuno dei due gruppi, sono risultate assai simili (2,87 -+
0,32 e 3,29 4+ 0,38, differenza non significativa). Cié indica che gli animali
con diversi livelli assoluti di sensibilitd al farmaco erano stati effettivamente
ripartiti a caso fra i due gruppi.

La Tab. 2 riporta le varie DE,, medie osservate nei singoli gruppi e
nelle due parti dell’esperienza, oltre alle medie generali per i due programmi

TABELLA 2,

Medie ed errori standard delle DE, della Cloropromazina
(mg/kg s.c.) nelle varle condizioni sperimentali

Medi -
Piageminn: | ORionete” | Tl posond
one semplico misurasione
. (Medin . .| 2,99 (1) | 4,21 @ 3,54
1, Misura . . . ... “ 4y ES. .. 0.40 0,43 0,31
. (Media . .| 2,37 () | 2,75 () 2,58
L Miura . ... pTg 0,48 8,51 0,35
Medie generali secondo Media . . 2,71 3,41
i programmi E S8 .. 4,31 0,36

(1) Primo gruppo di 11 ratti, nei qusli ¢ stata valutata lz DEg, dapprima nel corso di
una serie di sedute di discriminagione, e quindi nel corso di uns serie di sedute di condizio-
namento semplice.

(2) Secondo gruppo di 9 ratti, nei quali le due misure sono state eseguite nell'ordine
inverso.
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di condizionamento e per le due parti dell’esperienza (in ordine di tempo).
Nella prima parte dell’esperienza il primo grappo, che alternava prove di
condizionamente attive e passivo, si & dimestrato pil sensibile all’azione della
Cloropromazina del secondo gruppo, sottoposto a sedute di semplice condi-
zionamente attivo, Nella seconda parte dell’esperienza, dope il cambia-
mento dei programmi in ambedue i gruppi, le differenze sono apparse invece
trascurabili. Confrontando poi i risultati all'interno di ciascuno dei gruppi
si nota che, nel primo, il passaggio dalla discriminazione al condizionamento
semplice non ha provocato modificazioni degne di nota della sensibilita alla
Cloropromazina, mentre nel secondo il passaggio dal condizionamento sem-
plice alla discriminazione ha provecato una riduzione assai notevole della
DE,,.

L’analisi di varianza ha dimgstrato Pesistenza di effetti significativi
sia della variazione di programma di condizionamento (quadrato medio 8,11 ;
1 e 16 gradi di liberta; F 6,02 ; P<C 0,05), sia dell'ordine di misurazione (qua-
drato medio 7,17; 1 e 16 gradi di liberta: F 5,32 ; P<C 0,05). Dato che l’espe-
rienza costituisce una replicazione frazionale di uno schema fattoriale, non
¢ lecito in questo caso procedere al calcolo dell’interazione fra programma ed
ordine di misurazione. Occorre notare inoltre che non & risultatoe essere signi-
ficativo Ieffetto dei soggetti dell’esperienza (quadrato medio 3,00; 17 e 16
gradi di libertd; ¥ 2,22; P> 0,05). E venuta cio® a mancare la prova stati-
stica dell’esistenza di una correlazione fra i risultati di pid misurazioni sughi
stessi animali, Pertanto le due cause principali di variazione (programma di
condizionamento ed ordine di misurazione) potrebbero avere agito in maniera
non costante nei vari individui. I risultati del’analisi di varianza sono stati
confermati mediante il calcolo di vari t di Student (per campioni indipendenti
o per osservazioni appaiate a seconda dei casi), applicati tra gruppi ed entro
gruppi senza eliminazione di dati.

DISCUSSIONE

I risultati riportati nella letteratura e quelli ottenuti nel corse delle nostre
esperienze indicane che, in ogni situazione sperimentale, vari fattori influi-
scono sulla senmbilitd dell'animale alla Cloropromazina. L'aumento delia
sensibilitd da noi osservato nel corso della seconda serie di misurazioni si
accorda con i dati riportati recentemente da SToNE (1964}, Questo Autore
ha dimostrato che determinate dosi di Cloropromazina, che hanno scarsis-
simo effetto se somministrate all’inizio di una scala ascendente di dosi, pos-
sono avere un effetto assai marcato quando vengano semministrate alla fine
di una scala discendente di dosi, Sembra quindi di poter concludere che I'espo-
sizione a dosi di Cloropromazina che provocano un sensibile aumento del
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numere di punizioni sensibilizza I’animale alla azione di dosi mineori, il cui
effetto era stato precedentemente meno marcato.

Le nostre esperienze hanne anche messo in evidenza una riduzione della
DE;, della Cloropromazina dovuta alla coesistenza di prove richiedenti una
risposta attiva e di prove richiedenti invece la soppressione della risposta
locomotoria. Tale differenza appare ovvia se si consideranc i risultati otte-
nuti nei primi due gruppi nel corso della prima misurazione, non influenzata
da precedenti esperienze degli animali con il farmaco studiato e da qualsiasi
possibile interazione fra ordine di misurazione e programmi di condiziona-
mento. Tenendo conto-dei due fattori (programmi ed ordine di misurazione)
appare possibile spiegare le differenze osservate fra i vari confronti. L’au-
mento della sensibilit dovuto alla ripetizione della misurazione sembra
infatti abbia neutralizzato I’effetto del cambiamento di programma nel primo
gruppo, passato dal test piii sensibile a quello meno sensibile. E apparso
invece assai esagerato 'effetto del cambiamento di programma nel gruppo
sottoposto ai due tipi di prove in ordine opposto, nel quale la DE,; media
si & ridotta quasi della meta.

La differenza di sensibilitd dovuta alla presenza o meno di prove di tipo
passive nel corso di sedute di condizionamento attive di salvaguardia pud
essere interpretata in vari modi. Tale fenomeno potrebbe ad esempio essere
legato alla differenza di valore dello stimelo adoperato, Questo stimolo in-
faiti aveva valore esclusivamente positivo (cioé richiedeva esclusivamente
risposte attive di salvaguardia) nel caso delle sedute di condizionamento
semplice. Nel corso dele sedute di discriminazione, invece, lo stesso
stimolo aveva un valore positivo, se presentato da solo, ed un valore
negativo, se presentato insieme all’altro stimolo. I rapporti fra stimoli,
centri della motivazione ¢ ceniri motori erano quind: assai diversi nei
duc casi.

Nel valutare le differenze di sensibilitd legate alla diversita dei pro-
grammi occorre perd tener anche conte dei livelli di attivitd dei meccanismi
preposti alla attivazione ed al controlle (inibizione o soppressione) della ri-
spusta motoria, la cui esistenza appare dimostrata dalle esperienze sugli
effetti di lesioni cerebrali sul comportamento condizionato. Infatti, la
lesione di determinati centri talamici o delle vie che li connettono ai corpi
mammillari provoca essenzialmente una riduzione della capacitd di avviare
risposte attive di salvagnardia (Carpo, 1961; TaompsoN, 1963 ; VANDER-
WwoOLF, 1963; KRriecEHAUS, 1964). Per contro la lesione di altri centri, spe-
cialmente di alcune parti del lobo frontale o dei nuclei sottocorticali ad esso
connessi, provoca in genere una riduzione della capacita di inibire la risposta
motoria (Rosvorp & Misuxin, 1961 ; Brurkowskr, 1965). Di difficile inter-
pretazione sono poi i risultati ottenuti mediante lesioni del sistema limbico.
.Sembra infatti che in tale sistema coesistano meccanismi di tipo diverso,
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che determinano la probabilita di attivazione delle risposte motorie (McCLEARY
1961 ; Kaapa, Rasmussen & Kvemm, 1962; Kivere, 1963 ; LuBar, 1964 ;
ScawarTzeavM, Taomeson & KerLicurr, 19€4; Zucker, 1965; McNew
& TuomrsoN, 1966). Appare logico che nelle prove di discriminazione del
tipo da noi studiato, in cui Ja medesima risposta pud sia evitare una puni-
zione, sia provocare una autopunizione, I'equilibrio si spesti a favore di un
maggior controllo della emissione della risposta stessa. Ove Iazione della
Cloropromazina si svolgesse principalmente a questo livello, le differenze di
sensibilitd sarebbero legate non tanto alle differenze di valore dello stimolo
per s&, ma piuttosto alle differenze di valore della risposta locomotoria nelle
due situazioni sperimentali. In un caso, infatti, una risposta ad uno stimelo
(in gemere) & costantemente ricomipensata, mentire nell’altre pud essere ri-
compensata o pumta a seconda dei casi.

Ad ogni modo I’esperienza dimostra che questi fattori, almeno nella
situazione da noi considerata, hanno un pese maggiore che non quelli legati
alle variazioni dell’intensita e del tipe degli stimoli. Infatti la maggior fre-
quenza ed intensitd degli stimoli esterni, ¢ la maggiore « attenzione » richiesta
nel corso delle sedute di discriminazione, aviebbero dovuto di per st ridurre
la sensibilita alla Cloropromazina, se avvessero agito nella direzione indicata
dalle esperienze gid menzionate (AcANYANTS, 1960; Irwin, 1960; JaNEw,
1964; Kinc, 1964). L’importanza relativa dei vari fattori {cosiddetto «li-
vello di arousal » ; valore dello stimole; valore della risposta ; ripetizione delle
misurazioni) potrd essere accertata soltante mediante esperimenti faitoriali
assai pitt complessi.

Si ringrazia il Sig. Luigi Amorico per la collaborazione tecnica,

21 ottobre 1966.
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