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RESUMO

Introdugao: Anualmente, milhares de pessoas sofrem hipdxia cerebral,
apresentando o dobro de chance de desenvolver alteragbes cognitivo-
comportamentais relacionadas a ansiedade e a depressdo. Como forma de
tratamento ndo farmacologico para tais condi¢des pode-se utilizar a musicoterapia.
Objetivo: Analisar as alteragdes histologicas hipocampais e cerebelares e possiveis
repercussdes comportamentais e bioquimicas provocadas pela Sonata de Mozart
em animais sem e com hipoxia isquémica encefalica induzida experimentalmente
por Nitrito de Sdédio. Metodologia: Foi realizado um estudo experimental com 36
ratas Wistar distribuidas em grupos que sofreram hipdxia e que ouviram musica em
protocolos de aplicagbes agudas e crénicas. A hipdéxia foi induzida
experimentalmente por Nitrito de Sddio na dosagem de 60mg/kg durante 15 dias.
Foram analisadas variaveis comportamentais no Campo aberto, Labirinto em Cruz
Elevado (comportamento sugestivo de ansiedade) e o Nado Forgado
(comportamento sugestivo de depressdo). Analises bioquimicas verificaram o
estresse agudo e crénico por meio dos niveis de cortisol, glicose, colesterol e lactato.
Foram coletadas e analisadas amostras histoloégicas do hipocampo, regides CA1,
CA2, CA3, CA4 e Giro Denteado e do cortex cerebelar. Resultados: Os animais que
sofreram a lesdo encefalica e ndo receberam o protocolo de musica apresentaram o
pior desempenho nos testes de ansiedade e de depressdo, demonstrando
claramente o efeito ansiogénico da lesdo encefalica. O efeito ansiogénico também
foi verificado no grupo que sofreu hipdxia e recebeu musica crbnica. Ja os grupos
que receberam musica aguda e crbénica (sem lesao) e o grupo que recebeu musica
aguda apos lesao apresentaram caracteristicas de efeito ansiolitico. Destacou-se
também efeito antidepressivo da musica aguda e cronica em todos os grupos. Em
relagcdo as analises bioquimicas, o cortisol foi a variavel que apresentou destaque,
com niveis elevados no grupo que sofreu hipdxia e também no grupo que recebeu o
protocolo de musica crénica. Em relagdo aos aspectos histologicos, a regido CA1 foi
a area menos atingida pela hipdxia. Os animais que apenas receberam musica, seja
no protocolo agudo ou crénico, ndo apresentaram diferenga significante (p< 0,05) na
contagem de neurdnios sadios em relagdo ao grupo controle. Ja os animais que
receberam o protocolo de musica aguda apos a lesdo encefalica apresentaram
melhores contagens de neurbnios sadios nas areas CA1, CA3, CA4 e Giro Denteado
que os demais grupos com hipdxia. O cerebelo nao apresentou alteragdes
significativas nos animais que receberam musica, apenas nos que sofreram hipdxia
foi possivel observar a lesdo. Conclusdes: A hipoxia isquémica encefalica pode
provocar danos estruturais e comportamentais, sendo que os animais que apenas
sofreram hipdxia apresentaram menor peso encefalico, comportamento similar a
depressao e a ansiedade, maior nivel de cortisol e menor contagem de neurénios
sadios em todas as areas, exceto CA1. A musica aguda e crénica em animais
saudaveis, demonstraram efeitos antidepressivos e ansioliticos, porém, o estresse
acompanhou o grupo que ouviu musica crénica. Embora estes grupos tenham
apresentado maior numero de neurdnios sadios que lesionados em todas as areas,
nao houve melhor contagem que no grupo controle. O destaque da atual pesquisa
se deu no grupo de animais que sofreu lesdo e recebeu o protocolo de musica
aguda devido ao elevado peso do encéfalo, assim como o efeito ansiolitico e efeitos
antidepressivos, e mais os valores de cortisol que também foram menores que no
grupo hipdxia. Este grupo apresentou o maior numero de neurbnios sadios em
quase todas as areas do hipocampo, exceto a area CA2. Ja os animais que



sofreram lesao e receberam o protocolo de musica cronica apresentaram respostas
ansiogénicas e sinais de estresses, possivelmente relacionados com os efeitos da
lesdo somado ao da musica crénica. Destaca-se negativamente o fato de que estes
animais apresentaram desempenho semelhante ao grupo que apenas sofreu
hipéxia, no que tange a contagem de neurbnios, de forma que, para a regiao
hipocampal, a musica aguda apds a lesao por hipoxia, foi aquela que promoveu os
melhores estimulos. Ao se projetar estes achados em humanos, é provavel que
possa haver repercussdes positivas sobre aspectos comportamentais e histoldgicos
e, consequentemente, na qualidade de vida de pessoas com lesdes encefalicas
decorrentes de hipodxia.

Palavras-chave: Musicoterapia, Ansiedade, Depressao, Hipocampo, Cerebelo,

Hipoéxia isquémica.



ABSTRACT

Introduction: Every year thousands of people suffer from cerebral hypoxia, which
has a double chance of developing cognitive-behavioral changes related to anxiety
and depression. As a form of non-pharmacological treatment for such conditions
music therapy may be used. Objective: To analyze hippocampal and cerebellar
histological changes and possible behavioral and biochemical repercussions caused
by Mozart's Sonata in animals without and with ischemic hypoxia experimentally
induced by Sodium Nitrite. Methods: An experimental study was performed with 36
Wistar rats distributed in groups that had hypoxia and who had heard music in
protocols for acute and chronic applications. Hypoxia was experimentally induced by
Sodium Nitrite at a dose of 60 mg/kg for 15 days. Behavioral variables were analyzed
in Open Field, Elevated Plus Maze (anxiety like-behavior) and Forced Swimming
(depression like- behavior). Biochemical analyzes verified acute and chronic stress
through the levels of cortisol, glucose, cholesterol and lactate. Histological samples
from the hippocampus, CA1, CA2, CA3, CA4, and Dentade Gyrus and cerebellar
cortex regions were collected and analyzed. Results: Animals that suffered brain
damage and did not receive the music protocol presented the worst performance in
the tests of anxiety and depression, clearly demonstrating the anxiogenic effect of the
brain injury. The anxiogenic effect was also verified in the group that suffered hypoxia
and received chronic music. The groups that received acute and chronic music
(without injury) and the group that received acute music after injury showed
characteristics of anxiolytic effect. The anti-depressive effect of acute and chronic
music was also highlighted in all groups. Regarding the biochemical analyzes,
cortisol was the variable that presented prominence, with high levels in the group that
suffered hypoxia and also in the group that received the chronic music protocol.
Regarding the histological aspects, the CA1 region was the area less affected by
hypoxia. Animals that only received music, whether in the acute or chronic protocol,
did not present significant difference (p<0.05) in the healthy neuron count in relation
to the control group. The animals that received the acute music protocol after the
brain injury presented better scores of healthy neurons in the CA1, CA3, CA4 and
Dentade Gyrus areas than the other groups with hypoxia. The cerebellum did not
show significant changes in the animals that received music, only in those who
suffered hypoxia was it possible to observe the lesion. Conclusions: Brain ischemic
hypoxia can promote structural and behavioral damage, animals that only suffered
hypoxia presented lower brain weight, depression and anxiety like- behavior, higher
level of cortisol and lower number of healthy neurons in all areas except CA1. Acute
and chronic music in healthy animals created anti-depressant and anxiolytic effects.
However, stress accompanied the group who heard chronic music. And although
these groups had more healthy neurons than lesions in all areas, there was no better
counting than in the control group. In the present research the group of animals that
suffered injury and received the protocol of acute music due to the high weight of the
encephalon, as well as the anxiolytic effect and anti-depressive effects, and, cortisol
values were also lower than in the hypoxia group. As well as, this group had the
highest number of healthy neurons in almost all areas of the hippocampus, except
the CA2 area. The animals that suffered injury and received the chronic music
protocol presented anxiogenic effects and signs of stress, possibly related to the



effects of the injury added to that of chronic music. Thus, for the hippocampal region,
the acute music, after the hypoxia lesion, was the one that promoted the best
stimulus. When projecting these findings in humans, it is probable that there may be
positive repercussions, on behavioral and histological aspects, and consequently on
the quality of life of people with encephalic lesions due to hypoxia.

Keywords: Music Therapy, Anxiety, Depression, Hippocampus, Cerebellum,
Ischaemic hypoxia.
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1 INTRODUGAO

Representando a terceira causa de morte e a principal etiologia de
incapacidades no mundo, a isquemia encefalica atinge milhares de pessoas
(BAKY et al., 2010; GABRYEL et al.,, 2014). Este evento é representado pela
diminuicdo do aporte sanguineo rico em oxigénio e glicose para o encéfalo
(RAGLIO et al., 2015). Anualmente, cerca de 10 milhdes de pessoas sobrevivem
as lesbes neuroldgicas relacionadas a hipoxia isquémica encefalica, porém muitas
delas apresentam sequelas fisicas e psiquicas (DOYLE et al., 2015, LI et al.,
2013; ZHOU et al., 2013).

O déficit na vascularizagao encefalica que ocorre como consequéncia da
hipéxia promove uma série de alteragbes de nutricdo e oxigenagdo do tecido
cerebral (GABRYEL et al., 2014). O principal conjunto de alteragdes metabdlicas
descritas na literatura sdo: mudanga do metabolismo aerdbico para anaerobico,
formacao de espécies reativas de oxigénio (EROS), alteragdo do equilibrio acido-
base, inibicdo de neurotransmissores excitatorios e alteracdo da homeostase do
calcio (BAKY et al., 2010; MAITI; SINGH; ILAVAZHAGAN, 2008). Os pacientes
que sobrevivem aos primeiros estagios do infarto cerebral, muitas vezes sofrem
com sequelas decorrentes do comprometimento neurolégico. Tal condicdo esta
associada a alta incidéncia de déficits das fungdes sensoério-motoras e também de
habilidades comportamentais (LI et al., 2013; ZHOU et al., 2013).

No entanto, ainda mais relevante é o fato de que as pessoas que
sobrevivem ao quadro de hipoxia cerebral tém o dobro de chance de
desenvolverem alteragdes cognitivo-comportamentais relacionadas a ansiedade e
ao comportamento sugestivo de depressdo, quando comparadas aos individuos
que nunca sofreram tal condicdo (DOYLE et al.,, 2015). Apesar de existir
diferentes formas de tratamento para as varias consequéncias relacionadas ao
evento isquémico, a literatura € escassa no que concerne a terapia nao-
farmacolégica (FRANCOIS et al., 2015).

Diante de tal realidade ¢é interessante observar que na ultima década foram
feitos avangos importantes nos campos das ciéncias cognitivas, psicologica e da
neurociéncia o que contribuiram em muito para melhorar o nosso conhecimento

do cérebro. Mais recentemente, vem se destacando a linha de pesquisa que
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utiliza a musica como ferramenta alternativa para impulsionar habilidades
perceptivas, motoras, cognitivas e emocionais em pessoas que tenham sofrido
dano neurologico (FRANCOIS et al., 2015; JARVINEM-LEPISTO, BURGER, ALA-
RUONA, 2014). No entanto, poucos sdo os estudos que abordam essas
interferéncias em relagdo as alteracbes em areas cerebrais que podem estar

afetadas pela isquemia cerebral, em especial o cerebelo e hipocampo.

Por definicdo a musicoterapia € a utilizagado profissional da musica e seus
elementos, para a intervengdo em ambientes médicos, educacionais e cotidiano
com individuos, grupos, familias ou comunidades que procuram otimizar a sua
qualidade de vida e melhorar suas condi¢gdes fisicas, sociais, comunicativas,

emocionais, intelectuais, espirituais e de saude e bem estar (SILVA, 2017).

Diversas observagdes clinicas tem sido relatadas na literatura cientifica a
cerca dos beneficios que a aplicagao terapéutica da musica pode ter sobre os
organismos vivos. Trata-se de diversos estudos nas mais diferentes areas de
atuacao clinica, que analisam desde efeitos psicoterapéuticos (BRINGMAN et al.,
2009; CHOI; LEE; LIN, 2008; KRUMHANSL, 1997; KULKARNI et al., 2012,
O’KELLY et al., 2013) e psiquiatricos (BOSO et al., 2007; FACHNER; GOLD;
ERKKILA, 2013; GOLD et al., 2009), até efeitos fisiologicos (NELSON et al., 2008)
como a diminuicdo da pressao arterial (SUTOO; AKIYAMA, 2004) e sobre a
imunidade (LU et al., 2010).

Embora existam diferentes protocolos para a utilizagdo da musicoterapia,
Mozart foi um dos compositores singulares que soube selecionar os ritmos, as
cadéncias e as frequéncias musicais que entravam em harmonia com o sistema
nervoso (LIN et al., 2011). Em especial, a Sonata de Mozart para dois pianos (K.
448) tem sido alvo de estudo com achados promissores sobre a ansiedade
(CRUZ et al., 2015), na epilepsia (LIN et al., 2011) e sobre o sistema imune (LU et
al., 2010), dentre outros. Esta melodia tem apresentado efeito modulatério em
muitos aspectos relacionados as consequéncias decorrentes da hipoxia
encefalicas (LIN et al., 2011).

Existem diversas formas experimentais de simular os eventos relativos a
hipdxia isquémica encefalica, dentre elas, uma das mais simples e facilmente

replicavel € o uso do Nitrito de sddio (NaNO2). Este composto € um sal inorganico
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utilizado na fabricagdo de corantes e no tratamento de produtos téxteis
(GONCHAR; MANKOVSKAYA; KLYUCHKO, 2006). Ao atingir a corrente
sanguinea, ele é altamente reativo com a hemoglobina e induz a formagédo de
metahemoglobina (MetHb), reduzindo a capacidade da hemoglobina em
transportar o oxigénio (ANSARI; ALI; MAHMOQOD, 2015; GLUHCHEVAA et al.,
2012; KOHN et al., 2002). Outro efeito observado pela intoxicagao por NaNO2 ¢é a
formacgao de ERO, que sao potencialmente lesivas as células neuronais (ANSARI;
ALl; MAHMOOD, 2015; DELLAVALLE et al., 2013; GLUHCHEVAA et al., 2012).

O Sistema Nervoso Central (SNC) é altamente sensivel aos efeitos da
hipéxia e também dos radicais livres, de forma que, a intoxicagdo por NaNO2
pode provocar extenso dano neuronal em regides encefalicas (BAKY et al., 2010;
KOHN et al., 2002). Como em qualquer outro evento danoso ao tecido nervoso, a
depender das areas lesionadas, repercussdes comportamentais poderao surgir,
tais como, ansiedade e depressao (SCORZA et al., 2005).

Dentre as regides anatdmica particularmente suscetiveis a hipodxia,
destaca-se o hipocampo e as células de Purkinje do cerebelo. O hipocampo
compde o sistema limbico e, juntamente com outras areas encefalicas, atua no
controle de varias fungbes comportamentais e cognitivas. Por tratar-se de uma
estrutura com formato anatémico peculiar e por ser facilmente identificavel, torna-
se o elemento de escolha para muitos estudos envolvendo analises histologicas
(EL FALOUGY; BENUSKA, 2006; SCORZA et al., 2005).

Fisiologicamente, a formag&o hipocampal apresenta duas areas distintas, o
hipocampo dorsal, representado pela area do Corno de Amon 1 (CA1); e o
hipocampo ventral, representada por Corno de Amon 3 (CA3) e giro denteado. A
regido dorsal sédo atribuidas as fungbes de aprendizagem e memoria, enquanto a
parte ventral regula o estresse, emocgéo, afeto e intermedia reagbes de ansiedade
e de depressado (ENGIN et al., 2016; FANSELOW; DONG, 2010; GRIGORYAN;
SEGAL, 2016; Ll et al., 2014; ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015).

A formacgéo hipocampal pode ser acometida por diversas formas diferentes
de doencas e disfungdes, assim como pelo processo de envelhecimento
fisiologico (BOBINSKI, 1999; MUELLER; WEINER, 2009; SMALL et al., 2011).

Embora a etiologia das lesbes hipocampais possa ser bem diversa, o estresse
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cronico (ONO; KOIZUMI; ONOZUKA, 2015) e a hipoxia isquémica encefalica
(HUANG et al., 2015) parecem influir em modificagbes de propriedades elétricas
neuronais no hipocampo, de forma a prejudicar a memoéria e também influenciar
comportamento ansiogénico (ONO; KOIZUMI; ONOZUKA, 2015). O cerebelo
também é uma regido muito sensivel a diminuicdo da oferta de oxigénio, isto
porque, em sua regido cortical, predomina substancia cinzenta, especialmente
representada pelas células de Purkinje (BARKHUIZEN et al., 2017).

Atualmente, muitas pesquisas vém dando atencdo diferenciada aos
estudos voltados a detalhar com maior precisdo os danos induzidos pela hipodxia,
de forma independente do comportamento do sujeito investigado. Dessa maneira,
muitos pesquisadores acabam deixando passar despercebidos detalhes em
informacdes cruciais para analisar o que, de fato, poderia estar refletindo de forma
integrada comportamento versus danos produzidos pela hipoxia (RIBEIRO et al.,
2017).

Diante do exposto, coube aqui o interesse na investigagdo do potencial
terapéutico da Sonata de Mozart, aplicada em diferentes protocolos, sobre
alteragdes histologicas hipocampais e cerebelares e sobre aspectos
comportamentais relativos aos comportamentos sugestivos de ansiedade e de
depressdo em ratas que sofreram hipdxia isquémica induzida experimentalmente
por NaNO2.

1.1 A MUSICA ENQUANTO TERAPIA

A musica é uma poderosa forma de comunicagdo social em diferentes
culturas, transmitindo emog¢des independentemente do conteudo verbal
incorporado (O’KELLY et al., 2013). Pode ser entendida como uma arte que se
baseia na liberagcdo e propagacédo de sons de forma simultdnea e sucessiva,
prezando pelo ordenamento, equilibrio e proporcionalidade durante o tempo da
melodia (CHANDA; LEVITIN, 2013).

A musicoterapia é uma técnica de tratamento que utiliza o som e a musica
para fins terapéuticos, psicoprofilaticos e de reabilitagdo, embora utilizada

empiricamente desde a antiguidade de diversas maneiras como medida
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preventiva, paliativa e, as vezes, até como terapéutica; como ciéncia, o seu
estudo é recente (ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI, 2013; NIETO-
ROMERO, 2017; ZANINI et al., 2009). A nogdo de que ela pode ter agao
medicinal tem suas raizes na historia da humanidade, tendo sido utilizada em
diversos tipos de rituais e processos de cura desde as sociedades tribais
(CHANDA; LEVITIN, 2013).

Toda a pessoa tem um ritmo interior, uma identidade sonora que a
diferencia das outras. Identifica-lo e equilibra-lo sdo procedimentos da
musicoterapia (MAMEDE; ESTEVES, 2010), podendo ser empregada por meio do
uso controlado de influéncias musicais, a fim de coordenar a integragao
psicologica, fisiolégica e emocional, durante o tratamento de transtornos e
doengas (RAGLIO et al., 2015). A musica vem se apresentando como uma
excelente ferramenta terapéutica que exige investimentos financeiros reduzidos,
de facil manejo, acessivel a diferentes ambientes terapéuticos e académicos e
que pode ser empregada como adjuvante em varias entidades nosoldgicas
(NIETO-ROMERO, 2017).

A musica tem trés elementos principais que interagem em diferentes
estruturas do cérebro. O ritmo, por exemplo, tem um efeito no centro vital ou
subconsciente, que € formado pelo tronco encefalico e pela substancia reticular,
que por sua vez € responsavel pelo gerenciamento das fungdes basicas da vida
ou vegetativas e fisioldgicas; isto €, que o ritmo pode aumentar ou diminuir a taxa
respiratoria, pode ativar ondas cerebrais ou pode ajudar a diminuir o ténus
muscular. Por sua vez, o segundo elemento € a melodia; que esta relacionada ao
tom musical e tem efeito sobre o corpo caloso e o sistema limbico, podendo assim
regular as emocgdes. Finalmente, o terceiro € harmonia; trata-se de envolver a
criacdo e a composi¢cao musical e tem efeito no nivel do cortex cerebral e na
relacdo entre os hemisférios, regulando as fungdes conscientes e o raciocinio
(ANTORVEZA, 2017).

Portanto, pode-se compreender que a musica tem sido tema em diferentes
areas terapéuticas que investigam a sua influéncia desde a fisiologia até o
comportamento de humanos e animais. De forma que, a musica pode alterar
significativamente a qualidade de vida dos envolvidos, proporcionando sensagdes
agradaveis de relaxamento, conforto e minimizagdo do estresse. Tais achados
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vem sendo objetivamente mensurados a partir da avaliagdo de parédmetros
fisiolégicos como frequéncias cardiaca e respiratéria, pressdo arterial e
mensuracdo do cortisol, tanto em pessoas idosas e criangas, quanto em
diferentes espécies de animais (CALAMITA et al., 2016).

Embora existam diferentes formas de aplicagdo da musicoterapia, a terapia
de musica receptiva, na qual o individuo ira escutar a musica, tem se mostrado
como uma forma de tratamento eficaz para os sintomas depressivos da deméncia
(OLAYA; IZQUIERDO, 2017). O historico, as definicdes e as diferentes formas de
aplicacdo, bem como as evidéncia cientificas levantadas na literatura serao

discutidas nos préximos capitulos.

1.1.1 Musicoterapia: historico e definigcoes

O desenvolvimento de técnicas de reabilitacdo inovadoras e eficazes no
campo da neuroreabilitacdo € uma tendéncia dos tempos atuais. De forma que,
nos ultimos anos, neurocientistas vém pesquisando e estudando sobre a
percepcado e os efeitos da musica no cérebro humano. A partir dos resultados
obtidos nesses estudos é possivel delinear o impacto positivo da musica na
plasticidade cerebral e esta area da ciéncia vem sendo cada vez mais explorada e
utilizada tanto em ambientes académicos quanto em ambientes terapéuticos
(FRANCOIS et al., 2015).

Ha milhares de anos, a musica ja possuia carater terapéutico
(ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI, 2013). A nogéao de que a ela pode ter
acao medicinal tem suas raizes profundamente plantadas na histéria da
humanidade, tendo sido utilizada em diversos tipos de rituais e processos de cura
desde as sociedades tribais e pré-industriais (CHANDA; LEVITIN, 2013).

Ao longo dos séculos, a musica tem sido utilizada com a finalidade de
agir sobre o espirito das pessoas. O poder da musica em provocar o bem-estar
fisico e mental ja era reconhecido na Grécia Antiga. Pitagoras, por exemplo, ficou
intrigado com o fato de as pessoas apreciarem as notas musicais. Ele descobriu

gque a musica é capaz de acalmar as pessoas e curar doengas do espirito, do
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corpo e da alma. Ele acreditava que a natureza matematica da musica
influenciava a mente e o corpo e a chamava de "medicina musical". Além disso,
ele acreditava que os principios da harmonia musical tinham o poder de
influenciar varias emogdes (PAUWELS et al., 2014).

Platdo, por sua vez, escreveu que o treinamento musical pode ser um
meio terapéutico mais potente do que qualquer outro porque, segundo ele, o ritmo
e a harmonia musicais podem alcancar lugares profundos da alma (WHITFIELD,
2010). Ja Aristoteles, argumenta que a musica tem efeitos catarticos e que a
catarse deve ser entendida como uma libertacdo de emocgdes prejudiciais
(PAUWELS et al, 2014). Ambos foram considerados precursores da
Musicoterapia. Platdo recomendava a musica para a saude da mente e do corpo,
e para vencer as angustias fobicas. Aristoteles descrevia seus efeitos benéficos
nas emocdes incontrolaveis e para provocar a catarse das emogdes. Além dos
gregos, 0S romanos, 0s arabes e os israelitas também utilizavam no tratamento
de doengas, utilizando procedimentos pré-cientificos e muitas vezes misticos,
tratando as enfermidades como desarmonias ou ainda pestes contra alguma
desventura humana (FERREIRA, 2005).

Nos tempos modernos, € considerada uma ciéncia que estuda as
manifestagcbes sonoras acompanhadas de seus elementos e os efeitos
decorrentes da interagdo com o ser humano, suas manifestagbes (CHANDA;
LEVITIN, 2013). No entanto, apenas na década de 1940 que a musicoterapia
passou a ser estruturada (PASSARINI, 2013).

Foi durante a Il Guerra Mundial que a capacidade terapéutica da musica
comegou a chamar a atengdo, enquanto ciéncia. Nos hospitais repletos de
combatentes e civis feridos, os médicos notaram consideravel melhoria dos
pacientes que tinham acesso, via radio, a programag¢ado musical causando-lhes
efeitos benéficos que os afastava da dor e do sofrimento. Os bons resultados
despertaram o interesse dos estudiosos e a musicoterapia passou a ser
observada cientificamente (MAMEDE; ESTEVES, 2010).

O primeiro curso de musicoterapia foi criado em 1944, na Universidade
Estadual de Michigan, nos Estados Unidos da América, sendo estes grandes

impulsionadores desta terapia que hoje comega a ser uma disciplina aceita e
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respeitada em diferentes partes do mundo (MAMEDE; ESTEVES, 2010). No
Brasil, existem relatos que ao proferir a conferéncia “Terapéutica Musical’, na
Associagdo Paulista de Medicina, em 1937, Mario de Andrade foi um dos
primeiros, sendo o primeiro a estruturar um registro académico do uso da musica
enquanto terapia no Brasil. Quase quarenta anos se passaram da conferéncia até
se formar a primeira turma de graduados em musicoterapia no Brasil, mais
precisamente no Rio de Janeiro (DE QUEIROZ, 2016).

Entdo, na segunda metade do século XX, desenvolveu-se de forma
importante o estudo da neurobiologia relacionada com o processamento da
musica, as diferengcas e coincidéncias de circuitos neurais envolvidos com a
linguagem e com a musica, a participacdo de cada hemisfério no reconhecimento
destes estimulos e os efeitos que a exposicdo a certas pecas musicais
especificas possa produzir nas fungdes cognitivas (TALERO-GUTIERREZ;
ZARRUK-SERRANO; ESPINOSA-BODE, 2004).

A musicoterapia € uma intervencdo sistematica que usa experiéncias
musicais e as relagbes desenvolvidas para promover a saude, transmitindo
emogdes independentemente do conteudo verbal incorporado (O'’KELLY et al.,
2013). Trata-se de uma abordagem terapéutica que utiliza a musica e os seus
elementos (som, ritmo, melodia e harmonia), em trabalho individual ou de grupo,
objetivando desenvolver, facilitar e promover a comunicagao, o relacionamento e
a aprendizagem, contribuindo para a melhoria do estado fisico, emocional, mental
e social dos ouvintes (ZANINI et al., 2012).

Para melhor compreensdao da musica enquanto terapia, € interessante
conhecer alguns conceitos sobre as partes que compdéem a musica. Sao elas, a
melodia, que € a combinagdo dos sons sucessivos, representando a concepgao
horizontal da musica. A harmonia, representada pela combinagdo dos sons
simultaneos, € a concepcgao vertical da musica. Outro elemento é o contraponto,
trata-se do conjunto de melodias dispostas em ordem simultanea. E também, tém-
se o ritmo, que é a combinagdo dos valores tempo (TALERO-GUTIERREZ;
ZARRUK-SERRANO; ESPINOSA-BODE, 2004).

E uma forma de tratamento para ajudar a curar ou controlar algumas

doengas, como acontece com muitas outras agora muito divulgadas, tais como, a
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aromaterapia, a cromoterapia, a reflexologia e a fitoterapia, formas de medicina
alternativa que tém por base praticas milenares da histéria dos povos (MAMEDE;
ESTEVES, 2010; DOS SANTOS; CORONAGO, 2017).

Atualmente, a musicoterapia tem ganhado notoriedade no meio cientifico e
pode ser aplicada em dois métodos: a ativo e a passivo. No primeiro, os pacientes
tocam instrumentos ou cantam com o acompanhamento de um terapeuta;
enquanto que no segundo, os pacientes somente escutam diferentes musicas
(ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI, 2013). O método ativo pode ser
utilizado pelos clientes como uma forma de expressar seus sentimentos de
maneira segura, estruturada e socialmente aceitavel. Ja o método passivo pode
ser uma ferramenta util para levantar questionamentos e realizar avaliagdes
terapéuticas de doengas, emogdes e memorias (GOLD et al., 2009; ZANINI et al.,
2012). Com isso, esta forma de intervengao terapéutica € empregada em varios
cenarios: escolas, centros de reabilitacdo, hospitais, centros comunitarios e no
proprio domicilio (CHOI; LEE; LIM, 2008; ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI
et al., 2013; FACHNER; GOLD; ERKKILA, 2013).

Produzir e perceber a musica envolve uma ampla gama de processos
sensoriais, cognitivos e emocionais. As emocdes compdem a caracteristica
central do gozo da musica, com uma grande variedade de estados afetivos
consistentemente relatados por pessoas enquanto escuta musica, de forma que,
um vinculo definitivo pode existir entre a musica e a emogéo (VUILLEUMIER,;
TROST 2015). Tal realidade pode ser intuitivamente sentida e também vem sido
estabelecida e estudada experimentalmente por diferentes autores (FERREIRA,
2005; GOLDSTEIN, 1980). Desta forma, a musica tem um efeito positivo no bem-
estar psicolégico, favorecendo um maior nivel de desempenho (ANTORVEZA,
2017; WHITFIELD, 2010).

1.1.2 O uso da musica em animais

A musica tem sido estudada principalmente por promover alteracdes em
seres humanos e animais, tais como controle da dor, aumento na sensacéo de

bem-estar, diminuicdo da fadiga e da ansiedade, dentre outras (CALAMITA et al.,
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2016).

Os animais ndo humanos sao seres sencientes que interagem com o
ambiente e com os outros seres que fazem parte dele. Com isso, € correto afirmar
que sao influenciados e que influenciam o local onde permanecem durante suas
atividades. Na Medicina Veterinaria, a musica tem sido cada vez mais estudada e
utilizada para minimizar problemas relacionados a depressdo, ansiedade e
estresse, tanto como forma de enriquecimento ambiental quanto para o
incremento da produgdo (CALAMITA et al.,, 2016). Varios estudos vém sendo
realizados ao longo dos anos, a fim de verificar possiveis efeitos positivos da
musicoterapia em animais, seja em experimentos que procuram estabelecer
relagdo com possiveis efeitos semelhantes em humanos, seja para fins de
melhora de producdo (BOWMAN et al., 2015; DE JONGE et al.,, 2008;
PAPOUSTSOGLOU et al, 2007; RICKARD; TOUKHSATI; FIELD, 2005;
ROBBINS; MARGULIS, 2016; SAMPAIO et al., 2017; UETAKE; HURNIK;
JOHNSON, 1997).

Sampaio et al. (2017) em uma sequéncia de testes experimentais
efetuados com camundongos, campo aberto (locomogéo), labirinto em cruz
elevado — LCE (ansiedade), nado forcado (depressao) e esquiva inibitéria,
expostos a Sonata de Mozart para dois Pianos, observaram que a musica
classica foi capaz de afetar de maneira positiva as respostas comportamentais,
corroborando outro estudo onde camundongos foram submetidos a musica
classica por 24 horas. Os resultados obtidos demonstraram a existéncia de uma
significativa diminuicdo na imobilidade no nado forgcado, aumento na entrada nos
bragos fechados do labirinto em cruz elevado e diminuicdo na imobilidade no
campo aberto, sugerindo que a musica foi capaz de provocar mudangas na
atividade motora dos animais, podendo ser utilizada como um recurso de baixo
custo para promover enriquecimento ambiental e bem-estar para animais em
cativeiro (DA CRUZ; DAL MAGRO; DA CRUZ, 2010).

Em ratos de laboratério, a musica classica reforgou as atividades sociais e
o interesse sexual entre os individuos, enquanto a musica do tipo rock provocou
intensificagdo de comportamentos agressivos e diminuigdo na atividade sexual
(RICKARD; TOUKHSATI; FIELD, 2005). J& Bowman et al. (2015) realizaram

estudo em centro de resgate de cdes onde os animais foram expostos a musica
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classica e constataram que, durante a estimulagdo auditiva, os caes
permaneceram a maior parte do tempo deitados ou sentados e em siléncio do que
latindo e em pé, sugerindo, assim, uma eficiente técnica de enriquecimento

ambiental.

Em frangos de corte, a musica classica propiciou a redugado do temor,
avaliado pelo aumento do tempo gasto com a alimentagdo e diminuigdo da
imobilidade ténica (ROBBINS; MARGULIS, 2016). Semelhante efeito foi
observado com carpas: elas foram expostas a musica classica de forma
subaquatica e constatou-se que a musica contribuiu de maneira positiva com o
bem-estar e o crescimento dos animais estudados (PAPOUSTSOGLOU et al.,
2007).

De Jonge et al. (2008) observaram que a musicoterapia foi capaz de
influenciar o comportamento de leitbes no pos-desmame, diminuindo
significativamente a incidéncia de injurias entre os animais. Uetake; Hurnik;
Johnson (1997) observaram que em vacas leiteiras a musica country foi uma
forma de estimulo e associacdo para que 0s animais se encaminhassem
voluntariamente ao setor de ordenha automatica. Na investigacdo desse estudo,
19 vacas leiteiras passaram a associar o inicio da ordenha com o som da musica
country, dirigindo-se ao local da ordenha de modo mais eficiente. Constataram
também que a associacdo da ordenha com estimulos auditivos apresentou
resultados mais satisfatérios do que quando era oferecido o concentrado como
meétodo de associagao e reforgo positivo.

Conclui-se que os diferentes formas de estimulos sonoros podem funcionar
como estimulos desencadeantes para as mais diversas alteragdes fisioldgicas e
comportamentais nas diferentes espécies animais, inclusive nos humanos. A
musicoterapia pode ser um recurso a ser utilizado de maneira positiva para
obtencdo de efeitos benéficos na recuperacdo da saude dos humanos e dos
animais, assim como na melhoria da gestdo e produgédo no campo da veterinaria.
E preciso salientar que os estudos em que sdo avaliados os efeitos da
musicoterapia em animais ainda sao escassos, sendo necessario um maior
numero de pesquisas que fundamentem ainda mais essas informagdes
(CALAMITA et al., 2016).
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1.1.3 Musicoterapia em diferentes fases de desenvolvimento neural

O SNC infantil apresenta um dinamismo evolutivo muito intenso e para
entender seu processo de desenvolvimento e amadurecimento, € essencial a
correlagdo entre a estrutura e a fungdo, ou seja, o desenvolvimento de
determinada fungdo, depende do amadurecimento de seu substrato neural
anatémico correspondente. Tal amadurecimento decorre fundamentalmente de
eventos aditivos/progressivos (proliferagdo e migragado neuronal, organizagao e
mielinizagdo) e substrativos/regressivos (morte neuronal/ apoptose, retragao
axonal e degeneragédo sinaptica) (RODIER, 1995; ZOMIGNANI; ZAMBELLI;
ANTONIO, 2009).

De forma mais detalhada, observa-se que o sistema nervoso se origina da
porcdo ectodérmica do disco germinativo. Logo na fase inicial do
neurodesenvolvimento a crista neural forma-se na porcdo mediana do disco
ectodérmico, entdo suas abas se unem para formar o tubo neural, o processo de
fechamento do tubo neural ocorre entre 21 a 26 dias apds a concepgao e se inicia
na regido cervical, se desenvolvendo no sentido cranio — caudal (ZOMIGNANI,
ZAMBELLI; ANTONIO, 2009).

A fase que seguem o fechamento do tubo neural, diz respeito ao
desenvolvimento de neurdnios e conexdes do sistema nervoso. A primeira etapa
€ a proliferacdo de células — tronco neurais, a qual ocorre entre 2 a 4 meses de
gestacdo, a formacéo de tais células estende-se até o primeiro ano de vida. A
segunda fase € a de migragao, que tem seu pico aos 3 meses de gestacdo, nesta
etapa os neurdnios formados dirigem-se a sua posigao final no sistema nervoso
onde exercerdo suas fungdes ao longo da vida, este fendbmeno pode ser
observado até varios meses apds o parto (ZOMIGNANI; ZAMBELLI; ANTONIO,
2009).

A terceira fase € a sinaptogénese, trata-se do desenvolvimento e
fortalecimento de sinapses, mesmo mantendo esta fungdo ao longo da vida, o
periodo gestacional é critico para o desenvolvimento dos circuitos neuronais
basicos. Na etapa seguinte, ocorre morte celular, acredita-se que um numero

maior do que o0 necessario de neurbnios sdo formados na etapa um do
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desenvolvimento, portanto nesta, ocorre apoptose, deixando o sistema nervoso
como o numero 6timo de neurbnios funcionais. Ainda segue-se a etapa de
diferenciagdo e especializacdo dos neurbnios em relacdo a seus
neurotransmissores e receptores, a etapa de fortalecimento das conexdes e de
mielinizagdo; estas ultimas trés etapas ocorrem segundo estimulos internos
especificos e permanecem ativas durante toda a vida (RODIER, 1995;
ZOMIGNANI; ZAMBELLI; ANTONIO, 2009).

Neste processo de desenvolvimento e maturagao, o encéfalo do feto e do
recém nascido, sofre influéncia de fatores ambientais que podem interferir de
maneira positiva ou negativa. E de conhecimento cientifico que genes de células
neurais interagem com o ambiente, a fim de modular as fases sucessivas do
desenvolvimento ontogenético do sistema nervoso, durante o periodo pré e pos
natal. Especificamente, fatores ambientais externos parecem interferir
sobremaneira no desenvolvimento encefalico intrauterino (GRESSENS et al.,
2001). Interessante constatar que no adulto o SNC encontra-se bem protegido e
pode, inclusive, ser descrito como um dos sistemas mais bem resguardados do
corpo humano (RODIER, 1995).

Dessa maneira, ha relatos cientificos de que diferentes agentes externos
podem ser nocivos as etapas do desenvolvimento do SNC, tais como drogas,
metais pesados, tabaco, entre outros (RODIER, 1995). Neste contexto, drogas
(como o NaNO2, por exemplo) administradas em altas doses, podem ser
utilizadas em modelos animais a fim de simular os efeitos da hipdxia cerebral que
ocorre em humanos (BAKY et al., 2010; OZEN, 2014).

A musica, portanto, pode ser uma alternativa de estimulo positivo, ja que
trata-se de uma técnica terapéutica embasada nas artes que tem aplicabilidade
em um grande numero de alteragbes psiquiatricas, perfazendo uma opgao de
tratamento para sujeitos com desordens severas do desenvolvimento do SNC
(BOSO et al., 2007). Assim como, €& provavel que a interpretacdo da
musicoterapia pelo cérebro, responda de forma diferente dependendo da fase da
vida, visto que na infancia cada bilhdo de neurdnios no sistema auditivo forma
milhdes de conexdes com outros neurdnios, criando uma verdadeira rede
neuronal (TRAINOR, 2008).
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1.1.4 Areas encefalicas e circuitos neurais influenciados pela aplicacdo da

musica

Estima-se que a musicoterapia facilite a neurogénese, a regeneragao e o
reparo do tecido neuronal por sua agdo de ajuste na secrecdo de hormodnios,
levando a plasticidade cerebral e atuando desde o periodo fetal a fase adulta. A
musica parece ser capaz de, além de alterar os niveis de cortisol, testosterona e
estrogénio, afetar a expressao génica relacionada aos receptores dessas
substancias (FUKUI; TOYOSHIMA, 2008).

Os seres humanos experimentam reacbes de intenso prazer a
determinados estimulos, tais como a comida, as drogas psicoativas, o dinheiro, e
tais reacoes também podem ser proporcionadas pela musica. Este mecanismo de
recompensa é mediado pela atividade dopaminérgica no sistema mesolimbico, o
qual esta envolvido com aspectos de reforco comportamental e motivacional
(SALIMPOOR et al., 2011).

A musica é capaz de influenciar o sistema de recompensa, motivacao e
prazer. Em estudos que realizaram mapeamento cerebral com técnicas de
imagem, foi verificada agdo substancial na regido mesolimbica, no nucleo
accumbens, no tronco encefalico, assim como no talamo, cerebelo, insula, cortex
cingulado anterior e cortex orbito frontal. Muitas destas areas s&o os locais onde
tem origem os neurénios dopaminérgicos (CHANDA; LEVITIN, 2013; POLSTON
et al., 2011).

Técnicas de imagem, tais como a tomografia por emissao de positrons e a
ressonancia magneética funcional sugerem que diferentes areas cerebrais sdo
ativadas pela musica. As estruturas do sistema limbico tais como, a amigdala e o
hipocampo e a regido paralimba por exemplo, o cortex orbito frontal, o giro
parahipocampal e os polos temporais sdo ativadas quando ouve-se musica
(PAUWELS et al., 2014). Koelsch (2010) mapeou as areas evocadas pela musica.
Especificamente, a amigdala, o nucleo accumbens e o hipocampo sao

frequentemente mencionados como estruturas ativadas, o que sugere que a
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musica € capaz de modular a atividade nas principais areas da emogao, entre

outras regides (Figura 01).

A partir dessas experiéncias de imagem, fica claro entender que varias
estruturas cerebrais podem ser ativadas, o que é atribuido a diferentes regides
que controlam as emocido e também a essa capacidade de ativar diferentes
circuitos neuronais (KOELSCH, 2010; MAMEDE; ESTEVES, 2010; PAUWELS et
al., 2014).

Figura 01: Representagdo esquematica de conexdes anatdmicas de algumas estruturas limbicas e para limbicas
envolvidas no processamento emocional da musica CCA: cortex cingulado anterior; Al: Insula Anterior; Am (BL):
amigdala basolateral; Am (CM) amigdala corticomedial (incluindo o nucleo central); HIP: formag&o do hipocampal; NAc:
nucleo accumbens; COF: cértex orbito frontal; GPH: giro parahipocampal; PT: pélo temporal. (Fonte: adaptada de
KOELSCH, 2010)

As principais variaveis neuroquimicas estudadas quando investiga-se os
efeitos biologicos da musica, dizem respeito as seguintes relagdes entre reagdes
organicas e liberacdo de substancias neuroquimicas e hormonais: 1 - quando

investiga-se 0os mecanismos de recompensa, motivagdo e prazer, encontra-se
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relagdo com a secregdo de dopamina e opioides enddgenos; 2 — ao investigar o
estresse e excitagdo, estdo ligados aos niveis de cortisol, hormdnio corticotréfico
e horménio adrenocortical, 3 — ja as reagdes imunologicas parecem estar
relacionadas a presenca de serotonina e de hormdnio estimulador de alfa-
melanocito e beta-endorfina e 4 — e a fim de verificar as alteracbes de

comportamento social, ligadas a acao da ocitocina (CHANDA e LEVITIN, 2013).

1.1.41 Recompensa, motivacéo e prazer.

A musicoterapia influencia os mecanismo de recompensa, motivacdo e
prazer. Os sentimentos subjetivos ligados a tais mecanismos € mediado pelo
sistema mesolimbico, o qual compreende a area tegumentar ventral, no corpo
estriado ventral, incluindo o nucleo accumbens, no globo palido ventral, e também
em areas do cortex pré-frontal que inclui o cortex cingulado anterior e o cortex
orbito frontal (CHANDA; LEVITIN, 2013; MAMEDE; ESTEVES, 2010).

A sensacgdo prazerosa ligada a recompensa implica na secregdo de
dopamina e opidides enddgenos nas estruturas do tronco encefalico. A musica é
capaz de influenciar o sistema de recompensa, motivagado e prazer, em estudos
que realizaram mapeamento cerebral com técnicas de imagem, foi verificada ag&o
substancial na regido mesolimbica, no nucleo accumbens, no tronco encefalico,
assim como no talamo, cerebelo, insula, cértex cingulado anterior e cortex orbito
frontal. Muitas destas areas sdo os locais onde tem origem o0s neurbnios
dopaminérgicos. Estes achados sugerem que os sentimentos de recompensa,
motivacao e prazer desencadeados pela musicoterapia dependem de transmissao
dopaminérgica, envolvendo o sistema mesolimbico (CHANDA; LEVITIN, 2013;
POLSTON et al., 2011;).

Salimpoor et al. (2011) realizaram um estudo no qual combinaram testes
psicofisiologicos, neuroquimicos e hemodinamicos a fim de investigar os efeitos
de escutar musicas, consideradas prazerosas pelos participantes, em
determinadas regides cerebrais. Foi observada liberagdo de dopamina endogena
no corpo estriado durante o pico de excitagdo emocional, enquanto os sujeitos

escutavam musica. Os resultados indicaram que houve uma sensagao de intenso
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prazer relacionado com o ato de ouvir musica, o qual culminou com a liberagao de

dopamina.

Em estudo realizado por Sutoo; Akiyama (2004) verificou-se a eficacia da
musicoterapia na diminuicdo da pressdo artéria de ratos naturalmente
hipertensos, observou que o efeito hipotensor da musica se deve ao aumento
dos niveis circulantes de calcio periférico. Foi observado que este ion foi
transportado por via hematogénica ao cérebro e potencializa a atividade da
calmodulina, levando ao aumento da sintese de dopamina pela fosforilacdo da
tirosina hidroxilase em regides especificas, como o corpo estriado e o nucleo
accumbens. Portanto, a musicoterapia foi capaz de promover aumento na sintese
de dopamina dependente de calcio no cérebro. Em decorréncia do aumento dos
niveis de dopamina centrais, verificou-se reducdo da pressao arterial por meio
ativacédo da via de receptores dopaminérgicos. Diante destes achados, os autores
sugeriram que a aceleragao da sintese de dopamina dependente de calcio deve
ser o mecanismo pelo qual a musica modifica os valores de pressao arterial e age

sobre outras fungdes encefalicas.

1.1.4.2 Estresse e excitagao

A musica tem efeito sobre a redugdo dos niveis circulantes de cortisol
(BEAULIEU-BOIRE et al., 2013; NELSON et al., 2008; TASSET et al., 2012;
TRAINOR, 2008) e desta forma ocorre, por exemplo, redu¢ao subsequente dos
efeitos da inflamagéao sistémica em pessoas com doengas graves (NELSON et al.,
2008). Além disso, pode também controlar a dor e proporcionar relaxamento fisico
e mental de alguns pacientes (TRAINOR, 2008). O potencial terapéutico da
musicoterapia ha muito tem sido relacionado com sua capacidade de reduzir o
estresse e modular a excitagao (CHANDA; LEVITIN, 2013).

Escutar musica relaxante ja foi relatada como potencial causadora de
reducdo de estresse em individuos saudaveis e em diversas condi¢des e
patologias (BOSO et al., 2007; BRINGMAN et al., 2009; CHOI; LEE, LIN, 2008;
GOLD et al., 2009; KULKARNI et al., 2012; NELSON et al., 2008; O'KELLY et al.,
2013). Tais efeitos, em geral, foram atribuidos a capacidade da musica em
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promover distracdo ou modular o humor. No entanto, ha evidéncias de que a
musicoterapia, na realidade age reduzindo a ativagdo do eixo Hipotalamo-
Pituitaria-Adrenal (HPA), isto se da por meio da redugéo da liberagéao do cortisol e
da beta-endorfina relacionadas a resposta ao estresse (BEAULIEU-BOIRE et al.,
2013; CHANDA; LEVITIN, 2013; TASSET et al., 2012).

Outro mecanismo de acéao, deste tipo de terapia, diz respeito da agao da
musica sobre o tronco encefalico, o qual tem a capacidade de controlar o ritmo
cardiaco e respiratorio, de tal sorte que, ao escutar musicas agradaveis ocorre
reducdo de frequéncia cardiaca, frequéncia respiratéria e pressdo arterial
promovendo relaxamento e diminuindo o estresse (CHANDA; LEVITIN, 2013;
TASSET et al., 2012;).

Pesquisas recentes tém demonstrado uma relagdo entre a musica e a
regulacéo do eixo HPA, o sistema nervoso simpatico e o sistema imunolégico. Em
ambientes clinicos e hospitalares, a musicoterapia foi capaz de induzir ao
relaxamento, diminuindo os niveis de estresse e a ansiedade em seres humanos
(YAMASAKI et al., 2012).

1.1.4.3 Reacgdes Imunolégicas

As respostas imunologicas visam a protegdo do organismo a agressdes
internas ou externas. O estresse e o envelhecimento, dentre outros fatores,
parecem ter efeitos deletérios sobre o sistema imune. Por outro lado, alguns
fatores relacionados ao estilo de vida, tais como o otimismo, o bom humor e
alegria podem diminuir os efeitos negativos do estresse e do envelhecimento.
Uma vez que a musica pode modular o humor e reduzir o estresse, € razoavel
pensar que pode também melhorar a fungédo imunologica (CHANDA; LEVITIN,
2013).

Estudos tém revelado que a musica, por exemplo, tem efeitos
neuroquimicos que melhoram o sistema imunolégico, elevando a produgédo de
Imunoglobulina A e de leucdcitos, podendo refletir na capacidade de regular o
humor e reduzir a ansiedade (CHANDA; LEVITIN, 2013; CHOI; LEE; LIN, 2008).

Em modelos murinos, a musicoterapia mostrou-se capaz de reduzir a
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concentragédo de citocinas associadas a alergias — como a Interleucina 4 — e a
corticosterona (LU et al., 2010). A diminuigdo de Interleucina 4 corrobora com os
achados de Tasset et al. (2012). Em estudo de Nelson et al. (2008) houve

reducao dos niveis de Interleucina 6 em pacientes em estado critico.

Além disso, a musica pode modular a resposta imune, ja tendo sido
verificado, entre outras coisas, aumento da atividade de células natural Kkiller,
linfocitos e interferon-y, o que é uma caracteristica interessante, pois muitas
doengas estdo relacionadas instabilidades e alteragbes no sistema imunoldgico
(PAUWELS et al, 2014).

1.14.4 Comportamento Social

Evidéncias indicam que fatores sociais desempenham importante papel na
manutengdo da saude. Atividades coletivas, tais como a musica e a danga
parecem desempenhar forte papel no estabelecimento de relagdes sociais. Neste
contexto, a ocitocina e a vasopressina, dois neuropeptidios conhecidos por sua
acao sobre o comportamento social, sdo 0s possiveis responsaveis por mediar 0s
efeitos sociais da musica. Esta agdo da ocitocina e especialmente da
vasopressina, até o momento foi pouco explorada pela sociedade cientifica
(CHANDA; LEVITIN, 2013).

Poucos estudos relatam resultados, dentre eles Nilsson (2009) afirma que
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca a céu-aberto que ouviram musica
durante a fase de recuperagao cirurgica, apresentaram, no primeiro dia de pos

operatorio, niveis mais altos de ocitocina comparado ao grupo que nao ouviu.

1.1.5 Efeitos organicos da musicoterapia

7

A musicoterapia é uma técnica de tratamento que utiliza o som e a
musica para fins terapéuticos, psicoprofilaticos e de reabilitagdo. A musica pode
oferecer beneficios aos pacientes, pois além dos efeitos organicos que serao

relatados neste texto, ainda pode desviar sua atencdo de experiéncias
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desagradaveis, tais como futuras interveng¢des. De forma que, um dos efeitos de
ouvir musica pode ser diminuir ou tirar pensamentos desagradaveis dos
pacientes. Nesse sentido, a musicoterapia tem sido reconhecida como uma
intervengao clinica com beneficios baseados em evidéncias. E ja foi estudada em
diferentes contextos e em varias condi¢des clinicas importantes, como disturbios
cardiovasculares, dor de céancer, epilepsia, depressao e deméncia (PAUWELS et
al., 2014).

Sobre a fisiologia, entende-se que as respostas fisiologicas no organismo
dependem principalmente da complexidade do estimulo musical e da percepgao e
experiéncia musical que cada individuo tem. Os mais frequentemente observados
sdo: aumento ou diminuicdo da frequéncia cardiaca, aumento ou diminuicdo da
frequéncia respiratoria, maior ou menor ativagcdo das ondas cerebrais, aumento
ou diminuicdo da atividade muscular e estimulagcdo do sistema imunoldgico
(ANTORVEZA, 2017; BENENZON, 1988; CHOI; LEE; LIM, 2008; TASSET et al.,
2012; ZANINI et al., 2009).

Também ha efeitos relatados em nivel emocional. Todos podem
sentirem-se afetados por alguma musica que traz memorias, ou que evoca
situagbes familiares, emocionais ou espirituais. Da mesma forma, utiliza-se a
musica para se comunicar com alguém. Assim, a terapia musical facilita a
comunicagdo de forma n&o verbal, modifica o humor e ajuda a evocar
sentimentos (ANTORVEZA, 2017; NELSON et al., 2008; TASSET et al., 2012)

Em relagcdo a aspectos cognitivos, a musicoterapia pode ajudar a
desenvolver habilidades pré-académicas e académicas, pois evoca associagdes
como imagens ou memorias sob a forma de cenas, estimula imaginacdo e
criatividade, ajuda a lembrar informacdes, facilita o aprendizado, facilita e estimula
a linguagem, melhora a capacidade de atengdo e a memoria recente e de longo
prazo (ANTORVEZA, 2017; NUNES RIBEIRO, 2013)

No plano social encontram-se os efeitos mais conhecidos porque a
musica € uma das primeiras manifestacbes em diferentes culturas. Favorece a
integragcéo social, é claramente um agente socializador que permite a coesao do

grupo, estimula a expressao individual diante de um grupo, restaura os
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relacionamentos, ao mesmo tempo em que exige coordenagdo e cooperagido
(ANTORVEZA, 2017; CALAMITA et al., 2016; NUNES RIBEIRO, 2013)

E quando verifica-se a influencia da musicoterapia sobre a espiritualidade
verifica-se que a musica é utilizada para que o homem possa se comunicar com o
que ele entende como Divino e faz parte de todas as suas ceriménias religiosas.
Esses efeitos sdo dificeis de definir e entender e podem ser entrelacados de
algum modo com efeitos emocionais. Da paz, serenidade e harmonia. Ela cria
uma atmosfera propicia a meditacao, facilita a reflexdo sobre o significado da vida
(ANTORVEZA, 2017; CHOI; LEE; LIM, 2008).

1.1.6 Potencial efeito da musicoterapia sobre os aspectos comportamentais

A musicoterapia pode até ser aplicada como uma forma de psicoterapia, no
qual inserem-se processos sistematicos de intervencao verbal e ndo verbal nos
quais o terapeuta auxilia o paciente a atingir estimulos benéficos para a sua
saude, fazendo uso de experiéncias musicais e de reagdes advindas destas
relagdes (FRANCOIS et al., 2015; GOLD et al., 2009).

Como o desenvolvimento de depressao, de transtornos de ansiedade e
déficits cognitivos em geral, sdo frequentemente associados com diversas
patologias. E positivo que existam alternativas nao-farmacolégicas disponiveis
como, por exemplo, a musica, que pode ser usada na reabilitacdo de pacientes
com alguns desses tipos de manifestagdes clinicas (SAMPAIO et al., 2017).

A introdugcédo da musicoterapia no atendimento e reabilitacdo de pacientes
submetidos a internagdo apresenta-se como meio habil de efetivo atendimento
humanizado, haja vista constituir-se em terapia capaz de afastar sentimentos
como ansiedade, depressdo, incertezas, dores e angustias, frequentes no
ambiente hospitalar e inerentes a internagdes prolongadas (DE FREITAS et al.,
2017).

Dentre os beneficios observados nos pacientes que adotaram a

musicoterapia, pode-se salientar a recuperagao da auto confianca e da auto
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estima, o alivio do estresse, o conforto, a redugédo da ansiedade e da angustia e a
melhora no humor (DE FREITAS et al, 2017).

Além dos beneficios citados, o uso da musica tem demonstrado melhorias
na atengdo, na motivagdo, no relaxamento e na vocalizagdo do portador de
paralisia cerebral (NUNES RIBEIRO, 2007). Ha também relatos positivos na
reducdo do estresse, da ansiedade e da depressdo. Além disso, com sua
capacidade de levar a expressdo de sentimentos e interconexbdes entre
experiéncias diversas, pode auxiliar pacientes com desordens mentais em sua
integracao nas atividades sociais (ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI, 2013).

Foi estudado, por exemplo, a aplicacdo de musicoterapia como tratamento
coadjuvante de pacientes com disturbios mentais graves, dentre eles a depresséo
maior e a esquizofrenia. Os resultados apontam para o fato de que a musica
associada ao tratamento convencional tem efeito respeitavel e significativo sobre
o estado geral, a sintomatologia global, os sintomas negativos, a depresséo, a
ansiedade, a funcionalidade e o engajamento terapéutico. Estes beneficios foram
encontrados independentemente do diagndstico, no entanto dependeram
fortemente do numero de sessdes. Os autores ainda afirmam que sinais de
melhora podem ser observados nos pacientes mesmo com poucas sessdes de
terapia, todavia, o numero maior de sessbes com frequéncia regular séo
necessarios para alcangar beneficios adicionais e duradouros (GOLD et al.,
2009).

Estudos de imagem, com o uso da tomografia por emissao de pdsitrons e a
também com a ressonancia magnética funcional revelaram que ouvir musicas
agradaveis ativa areas cerebrais corticais e subcorticais onde as emog¢des séo
processadas. Esses efeitos neurobioldégicos da musica sugerem que a
estimulagao auditiva evoca emocgoes ligadas a excitagdo aumentada e resulta em
desempenho temporariamente melhorado em muitos dominios cognitivos
(PAUWELS et al., 2014).

Ratos expostos a musicoterapia perinatal apresentaram modificagcdes de
substancias ligadas a aprendizagem e memoria e desta forma explicando o
melhoramento do aprendizado e de fungbes de memodria observados (CHIKAHISA
et al., 2006). E possivel que o beneficio mais comum e mais facilmente percebido

desta terapia € a sensacio de relaxamento, de bem-estar. Todas as pessoas tém
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uma identidade sonora, um ritmo pulsando em seu interior, consequéncia dos
inumeros sons recebidos por nés. A musicoterapia busca identificar e equilibrar o
seu ritmo interno, para possibilitar respostas positivas fisiologicas e
comportamentais (MAMEDE; ESTEVES, 2010).

1.1.7 Alteragoes morfofuncionais promovidas pela musicoterapia

E bem conhecido o fato de que a musica exerce alteragdes fisioldgicas no
SNC e periférico (NUNES RIBEIRO, 2013; TASSET et al.,, 2012) e tem sido
verificado que pode até acelerar a ativacdo dos circuitos neurais em varias areas
cerebrais ligadas ao comportamento emocional, como o hipocampo e cortex pré-
frontal (BEAULIEU-BOIRE et al., 2013; CHANDA; LEVITIN, 2013; KRUMHANSL,
1997; TASSET et al., 2012).

A musicoterapia parece afetar, inclusive, a produgdo de neutrofinas
cerebrais e, consequentemente, produzir modificagdes de comportamento. A
exposicao de ratos adultos jovens a musicas de ritmo lento por seis horas diarias,
ao longo de vinte e um dias levou a um aumento no Fator Neurotrofico Derivado
do Cérebro (BDNF) na regido do hipocampo, mas sem evidéncias de crescimento
neural (ANGELUCCI et al., 2007). O mesmo ocorre para ratos em estagio
perinatal, sendo adicionalmente constatada uma elevagdo dos niveis de
Receptores B de Tirosina Quinase e de proteina quinase-1
dependente de fosfoinositideo-3 no cortex (CHIKAHISA et al., 2006).

A musica pode promover a ativagdo de circuitos neurais e partes do
sistema nervoso ligadas ao comportamento emocional, tais como a insula,
cingulo, o hipocampo, a amigdala e o cortex pré frontal (TASSET et al., 2012). Em
investigacbes quanto a neuroanatomia funcional da percepgdo musical —
realizadas com o uso da Ressonancia Magnética Funcional, percebeu-se que
adultos e criangas apresentaram ativacdo no lobo frontal e na por¢cao anterior do
giro temporal superior (KOELSCH et al., 2005). Além disso, a exposi¢cao a
musicoterapia aperfeicoou a performance de aprendizado, avaliada pelo teste de
esquiva passiva em ratos (ANGELUCCI et al., 2007).
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Em estudo realizado por Fachner; Gold; Erkkila (2013) foi verificado que a
reflexdo verbal e as emocgdes provocadas pela musica podem induzir
reorganizagao neural nas areas fronto — parientais. Ja para Chanda; Levitin
(2013) pode ocorrer desativagdo de areas como amigdala, hipocampo, giro
parahipocampal, e cértex temporal pode ser observada em resposta a audicdo de
musica agradavel. Como o hipocampo € conhecido por facilitar e inibir
comportamentos defensivos em resposta ao estresse, esta desativacdo pode
estas ligada a modulagéo do cortisol em resposta a este tipo de musica.

1.1.8 Efeito Mozart

De acordo com a primeira publicacdo em 1993 por Rauscher; Schaw; Ky o
Efeito Mozart consiste no aprimoramento de habilidades de raciocinio,
especialmente na resolucdo de desafios de localizagdo espacial, em pessoas
normais, depois de ouvirem a sonata de piano de Mozart K.448 (Figura 02). Uma
avaliacdo adicional desse efeito levantou a questdo de que pode existir uma
ligacdo entre a musica, as emogdes geradas por ela e em um nivel mais alto, o
aprimoramento de habilidades cognitivas apds ouvir musica (PAUWELS et al.,
2014).

O Efeito Mozart, que hoje € marca registada, deu origem a uma verdadeira
febre de consumo da musica de Mozart e de programas ‘magicos’ de educagao
musical, que prometiam desenvolver bebés mais inteligentes e mais aptos a
obterem um melhor lugar no mercado de trabalho (MAMEDE; ESTEVES, 2010).

Entdo, a partir daquele primeiro estudo, uma série de pesquisas foram
realizadas com foco na nogdo de que a musica pode tornar o individuo mais
inteligente (JAUSOVEC; JAUSOVEC; GERLIC, 2006; JONES, 2010; LINTS;
GADBOIS, 2003; MCCUTCHEON, 2000; RIDEOUT; LAUBACH, 1996;
SCHELLENBERG, 2004; SMITH; WATERS; SUDA et al., 2008).

O efeito sobre a cognigao foi replicado por Smith; Waters; Jones (2010)
que verificaram melhor desempenho em relagdo a testes de localizagao espacial

em adultos jovens que ouviram Mozart. Estudos anteriores também confirmaram
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que o primeiro movimento da Sonata de Mozart era capaz de aumentar a
aprendizagem em tarefas de cunho espacial (BODNER et al., 2001; JAUSOVEC;
JAUSOVEC; GERLIC, 2006; RIDEOUT; LAUBACH, 1996). Suda et al. (2008), por
sua vez, constataram que esta musica melhorou o desempenho cognitivo em
testes de inteligéncia, em comparagdo com o siléncio ou mediante a musica de
Beethoven. Todos estes estudos corroboram com o trabalho pioneiro de
Schellenberg (2004) que estudou 144 criangas e notou aprimoramento da
inteligéncia naqueles que tomavam ligdes de musica em comparagdo com
aqueles em grupos de controle atribuidos aleatoriamente que recebiam aulas de

teatro ou nao tinham aulas de arte.

No entanto, nem todas as pesquisas observaram resultados positivos em
relacdo chamado Efeito Mozart. McCutcheon (2000) nao encontrou diferengas
significativas no desempenho do raciocinio espacial entre os participantes do
estudo, mesmo depois de ouvir Mozart, jazz ou de ndo ouvir nenhum estimulo
musical. Ja Lints; Gadbois (2003) na tentativa de gerar o efeito de Mozart,
demonstraram que o raciocinio espacial aumentado ocorreu seguindo uma
variedade de condi¢cdes e ndo apenas depois de ouvir Mozart. Depois da revisao
da literatura cientifica relacionada com o tema, concluiu-se que os efeitos da
exposicao a musica de Mozart, “efeito Mozart”, quando se apresentaram, eram
restritos a uma habilidade especifica que ndo permaneceu por mais de alguns
minutos. A educacdo musical formal, pelo contrario, mostra efeitos positivos mais
permanentes mais atribuiveis a atencao individual que recebe o aluno e ao
estimulo em habilidades basicas para as aprendizagens gerais (TALERO-
GUTIERREZ; ZARRUK-SERRANO; ESPINOSA-BODE, 2004)

Ha também linhas de pesquisas voltadas para a aplicacdo do efeito de
Mozart em animais, com relatos, de melhora na produgcdo de leite e ovos, em
criadores que implantaram a audicdo de musica classica para os seus animais.
Tendo sido verificado que, a musica funcionava como estimulo anti-estresse,
promovendo, entdo, alteragdes significativas nos resultados da produgao
(MAMEDE; ESTEVES, 2010).
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1.2 HIPOXIA ISQUEMICA ENCEFALICA

Conforme comentado previamente, em torno de 10 milhdes de pessoas
sobrevivem a lesdes neurologicas relacionadas a hipoxia isquémica encefalica
(DOYLE et al.,, 2015; TERRANEO; SAMAJA, 2017) porém, ainda assim, a
hipdxia-isquémica representa a quarta causa de morte, nos Estados Unidos da
América com custos em reabilitagdo e cuidados médico-hospitalares, estimados
em aproximadamente, 273 bilhdes de ddlares anuais (ZHOU et al., 2013). Assim,
a hipdxia isquémica € uma das principais causas de morte e incapacidade de
longa duragdao em adultos no mundo (BAKY et al., 2010; GABRYEL et al., 2014).

A sindrome hipéxico-isquémica se desenvolve quando ha hipoperfusao
tecidual significativa e diminuicdo da oferta de oxigénio (O2) e glicose, podendo
ser decorrente das mais diversas etiologias (PROCIANOY; SILVEIRA, 2001;
TERRANEO; SAMAJA, 2017). Este processo patolégico acaba por provocar
comprometimento da nutricdo e oxigenagao de regides cerebrais, uma vez que
ocorre a deficiéncia de aporte sanguineo encefalico (CHOI; LEE; LIN, 2008). A
hipoxia pode provocar apoptose e lesdes neuronais difusas (TERRANEO;
SAMAJA, 2017), assim como pode induzir a lesdo encefélicas secundaria
(THORNTON et al., 2017).

Os neurbnios sao células que dependem fundamentalmente do
metabolismo aerdbico para que desempenhem adequadamente suas fungdes
metabdlicas. Portanto, a diminuigdo ou a auséncia da oferta de oxigénio e glicose
acabara por desencadear uma série de eventos moleculares que poderao
terminar por provocar sofrimento e até morte neuronal (DE ARAUJO et al., 2008;
GABRYEL et al., 2014).

A sindrome hipoxico-isquémica € uma doenga multissistémica com
acometimento generalizado. Sua fisiopatologia tem como ponto de partida a
diminui¢do ou auséncia de fluxo sanguineo adequado, tendo como consequéncia
direta a lesao celular decorrente de faléncia na produgdao mitocondrial de energia
(Adenosina Trifosfato — ATP), seguida de lesao secundaria por acumulo de
substancias oxidantes (PROCIANOY:; SILVEIRA, 2001).

Os neurbnios variam amplamente em forma, tamanho, tipo de



49

neurotransmissores e numero de sinapses. Sua caracteristica comum é uma
sensibilidade muito alta as mudangas na concentracdo de oxigénio. A
consequéncia da hipoxia € langar uma série de reagdes bioquimicas chamadas
cascata isquémica (LENART, 2017). Portanto, a gravidade dos danos cerebrais
podera ser determinada ou influenciada pelo tempo de duracdo da hipodxia
(PROCIANOQY; SILVEIRA, 2001).

Em consequéncia a diminuicdo do metabolismo aerdbico, observa-se que
ocorrera glicolise anaerdbica, no entanto este processo é ineficiente para gerar a
energia para manter os gradientes idbnicos e os processos metabdlicos celulares
neuronais em niveis aceitaveis (VANNUCCI, 1990). Isto €&, alternativamente, a
demanda de O? reduzida pode ser compensada pelo aumento do recrutamento de
mecanismos anaerobicos, mas no tecido cerebral a troca aerdbica para anaerdbia
€ de valor limitado devido a sua reduzida capacidade glicolitica, o que prejudica
esse tipo de defesa (TERRANEO; SAMAJA, 2017).

Portanto, € pobre a plasticidade cerebral em termos de ajuste metabdlico e
sua incapacidade de melhorar a eficiéncia metabdlica ao mudar para caminhos de
producédo de energia anaerébica (ERECINSKA; SILVER, 2001). De fato, a falta
de oxigenacgdo esta associada a sinais iniciais de falha representados por quedas
marcantes nos niveis de pH e fosfato de creatina tecidual, seguida de disfungao
quase imediata de Na*/ K* ATPase que, em ultima instancia, leva a desequilibrios
idbnicos (TERRANEO; SAMAJA, 2017).

Varios fatores fisiopatoldégicos foram implicados na hipoxia-isquemia,

incluindo mediadores inflamatdrios, excitotoxicidade e estresse oxidativo (ZHAO
et al.,, 2017). O principal conjunto de alteragbes metabdlicas provocadas pela
hipdxia, descritas na literatura sdo: esgotamento rapido intracelular de ATP,
mudanga do metabolismo aerdébico para anaerdbico (glicdlise anaerdbia),
disfuncdo mitocondrial, formacdo de EROS, alteracdo do equilibrio acido-base,
inibicdo de neurotransmissores excitatorios e ativagcdo de enzimas estimuladas
por calcio (BAKY et al., 2010; LEE et al., 2014; MAITI; SINGH; ILAVAZHAGAN,
2008; VANNUCCI, 1990).

A morte neuronal propriamente dita € consequéncia da interagdo de
processos complexos, tais como, excitotoxicidade, despolarizacio, inflamacéo,
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autofagia, necrose e apoptose (BAKY et al., 2010; CERBAI et al., 2012; LEE et
al., 2014).

A exposicdo dos tecidos encefalicos ao estresse ou a outros fatores
patolégicos induzem um grande numero de respostas adaptativas que tem como
objetivo reestabelecer a homeostasia celular (BERGHE et al., 2014; GREEN;
GALLUZZI; KROEMER, 2014). No entanto, quando o agente causador da lesao é
muito intenso ou os sistemas de prote¢cdo nédo sio eficientes o suficiente para
restabelecer as fungdes fisiologicas a célula podera morrer (THORNTON et al.,
2017).

Inicialmente a hipdxia isquémica provoca esgotamento do ATP e da
fosfocreatina. Como resposta a esta queda, os mecanismos neuronais reagem e
faz com que esses niveis retornem transitoriamente para a linha de base, mas
sdo seguidos por um segundo esgotamento mais prolongado das reservas de
energia celular, acompanhado de progressao da lesdo cerebral (BERGHE et
al., 2014). Esses disturbios no metabolismo energético desencadeiam uma série
de respostas fisiopatologicas que, em ultima instancia, levam a morte celular
(GALLUZZI et al., 2015).

Dentre as organelas citoplasmaticas, destacam-se as mitocéndrias, que
parecem estar envolvidas em respostas adaptativas e metabdlicas a lesdes, bem
como na maioria das formas de morte celular, incluindo a apoptose e a necrose
(BERGHE et al., 1994; THORNTON et al., 2017). Os detalhes metabdlicos seréo

explorados no texto a seguir.

1.2.1 Fisiopatologia da Hipéxia Isquémica Encefalica

A hipoxia age em nivel celular de forma que ocorre um aporte insuficiente
de oxigénio. As células neuronais precisam sintetizar continuamente ATP para
manter a sua integridade e funcionamentos adequados. A sintese de ATP esta na
dependéncia das reagdes de oxi-reducido que acontecem em nivel mitocondrial
(FLOWERS; ZIMMERMAN, 1998).
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De forma que a falta de aporte de oxigénio causa diminuigao na sintese do
ATP celular. A energia disponivel ndo & mais capaz de manter a bomba de sédio
e potassio da membrana celular, que é critica para a manutengdo do gradiente
ibnico normal. Posteriormente, como reagdo a este estimulo ha a formacéao
excessiva de substancias oxidantes, alteracdo de aminoacidos intracelulares,
particularmente, tirosina, histidina, fenilalanina, metionina e cisterna, e oxidagao
de acidos nucléicos celulares (FLOWERS; ZIMMERMAN, 1998). Quando a leséo
se torna irreversivel, por falta de energia para manter as bombas ATP
dependentes, ha a liberacdo de neurotransmissores, incluindo glutamato
(PROCIANOQY; SILVEIRA, 2001).

Aminoacidos excitatérios tém sido implicados no dano neuronal e na
hipdxia. O acido glutdmico, maior aminoacido excitatério no cérebro, é citotdxico
em células neuronais. Os neurbnios que liberam glutamato s&o ativados durante
evento hipdxico pela entrada de calcio para dentro da célula e pela propria
despolarizagdo dessas células. Paralelamente, ocorre redugdo de ATPase-
glutamato dependente na membrana pré-sinaptica, contribuindo para a
manutengao de concentragdes elevadas do glutamato extracelular, mantendo um
estimulo prolongado deste receptor. Ao final deste processo, ocorrera o acumulo
de calcio no meio intracelular (DELIVORIA-PAPADOPOULQOS; MISHRA, 1998;
PROCIANQY; SILVEIRA, 2001).

O acumulo do calcio citosolico é o principal fator dentre as multiplas lesoes
e eventos em cascata que causam a morte celular induzida pela hipdxia-
isquémica. O caélcio ativa enzimas degradativas tais como endonucleases,
proteases e fosolipases (DELIVORIA-PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998). De
maneira mais detalhada, o calcio aumentado no espaco intracelular pode iniciar
varios eventos bioquimicos com geracdo de radicais livres: 1 - ativagado de
fosfolipase A2, causando aumento da geracdo de radicais livres pelas vias da
cicloxigenase e lipoxigenase; 2 - ativagdo da enzima 6xido nitrico sintetase, que
promove formac&o de peroxinitrito e geragcdo de radicais livres; 3 - ativagado de
proteases, que convertem xantina dehidrogenase em xantina oxidase, gerando
radicais livres; 4 - ativagao de fosfolipase C, que resulta no aumento dos estoques
de calcio intracelular (DELIVORIA-PAPADOPOULOS; MISHRA, 1998;
PROCIANQY; SILVEIRA, 2001).
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No cérebro humano e na medula espinhal, os neurénios degeneram apos
insultos agudos, como por exemplo, nos casos de acidente vascular cerebral,
parada cardiaca e trauma, assim como, durante doengas progressivas de
aparecimento de adultos tais como, esclerose lateral amiotrofica e doenga de
Alzheimer. A excitotoxicidade mediada pelo receptor de glutamato tem sido

implicada em todas essas condi¢des neurologicas (MARTIN et al., 1998).

Ao final deste processo, a morte da célula nervosa pode desenvolver-se de
duas formas morfolégicas distintas: a necrose e a apoptose (Figura 03). A
depender de varios fatores, tais como, a situagcao metabdlica, o tipo de célula, a
natureza do estimulo do estresse, e quais as organelas intracelulares sao
afetados, a célula sofre apoptose ou necrose (THORNTON et al., 2017). Na
necrose ha edema, rompimento das membranas celulares e reagéo inflamatoria
intensa, determinada por estimulos deletérios intenso e de curta duracdo. Ja na
apoptose a célula agoniza, a morte € lenta e progressiva, caracterizada pela
reducdo do nucleo e do citoplasma, condensacédo da cromatina e fragmentagao
do acido desoxirribonucléico (DNA). Estimulos de menor potencial lesivo, mas de
longa duragdo causam apoptose. Portanto, a apoptose pode ocorrer nas formas
mais leves de dano isquémico, enquanto a necrose predomina nas formas mais
intensas (GALLUZZI et al, 2015; GREEN, GALLUZZI; KROEMER, 2014;
PROCIANQY; SILVEIRA, 2001; PULERA et al., 1998).
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Figura 03: Organograma das etapas da Hipoxia Isquémica Encefalica. O organograma demonstra como ocorre a morte
imediata, por apoptose e a morte tardia por necrose. (Fonte: DE ARAUJO et al., 2008)
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1.2.11 Apoptose

A apoptose pode ser desencadeada por estimulos intracelulares
(intrinsecos) e extracelulares (extrinsecos) (THORNTON et al., 2017). Devido ao
seu baixo potencial regenerativo, a apoptose do neurbnio surge como um
marcador confiavel de lesdo cerebral (TERRANEO; SAMAJA, 2017).

No mecanismo de apoptose a mitocdndria € o ponto principal. Nos casos
de hipdxia isquémica encefalica ela tem sua permeabilidade aumentada devido a
abertura de poros de transicdo, liberando multiplas moléculas proapoptéticas,

como o Citocromo C e as Caspases 2 e 3 (ZHU et al., 2004).

FASE DE DANO
MITOCONDRIAL
EFETORA
Programacdo irreversivel

FASE PRE-MITOCONDRIAL FASE POS MITOCONDRIAL

de morte celular

Membrana plasmaética e
adjacéncias

Estimulos apoptogénicos
extracelulares:

- mutdgenos;

- drogas citotoxica;

- 0O, reativo;

- andxia;

- glucocorticéides

- imunoglobulinas;

- radiagdes ionizantes;

- hipertermia-ceramidas (produto
dos esfingolipidios);

- caspases

Membrana plasmaética—
Matriz mitocondrial

incremento da
permeabilidade das
membranas;

safda de fons Ca** da
matriz para o citosol
(ativador da caspase);
aumento da produgio de
radicais livres;

aumento do volume
mitocondrial (sweeling);
ativag@o das caspases

Todas as estruturas celulares
incluindo nicleo

- safda dos fatores apoptogénicos

para o citosol;
destrui¢do das proteinas DNA,
RNA;

- ativagdo das caspases e

nucleases citosélicas;
citocromo C+ fator Apaf-1, ATP
e caspase 9, formando
proteosoma;

citocromo C ativa caspase 3 que
ativa endonuclease nuclear;
protefnas intermembrana
incluem DNAase que degrada
dupla hélice: condensagdo da
cromatina; fragmentacao de
DNA; degradag@o macica de
protefnas; nucleélisis; citélisis.

Figura 04: Etapas da Apoptose e suas caracteristicas de acordo com a evolugdo dos danos mitocondriais. (Fonte:
adaptado de DE ARAUJO et al., 2008)

A Figura 04 apresenta de maneira sintética as etapas da apoptose
neuronal que sera descrita na sequéncia do texto. Muito embora, ndo ocorram

mudangas histopatoldégicas num curto periodo de isquemia, a deterioracdo no
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estado energético com mudanga metabdlica ocorre rapidamente, podendo ser
observada nos primeiros cinco minutos poés-isquemia (DE ARAUJO et al., 2008;
JOHNSTON et al., 2001). A redugédo da sintese de ATP prejudica o equilibrio
ibnico por meio da membrana celular, invertendo as concentragbes dos ions
gerando edema cerebral (GAGLIARDI, 2000) e a excitotoxicidade € o processo
responsavel pelo dano da isquemia (DE ARAUJO et al., 2008).

A cascata de eventos tem inicio com o neurotransmissor glutamato que

2+
atua como aminoacido excitatério promovendo a abertura de canais de Ca que,

em altas concentragdes, promove alteragcdes indesejaveis como ativagdo das
fosfolipases A e C, que leva a hidrolise dos fosfolipidios e gera agressao celular

(GAGLIARDI, 2000). Os acidos graxos e o acido araquidénico sdo liberados

acarretando edema celular por influxo de Na®, CI" e OH, que resulta em
sobrecarga osmolar, ativa mensageiros secundarios, fosforilagdo oxidativa e
morte neuronal (DE ARAUJO et al., 2008). Neste quadro de excitotoxicidade a
producdo de radicais livres ultrapassa a defesa antioxidante, gerando lesdo na

membrana plasmatica e no citoplasma neuronal (JOHNSTON et al., 2001).

AplOs esse evento osmotico, ocorrem na mitocondria liberagdo do
citocromo C que, associado a outros ativadores das caspases, modifica o
transporte de elétrons, perda do potencial transmembrana, alteragcdo do ciclo
metabdlico de oOxido-reducdo, producdo de radicais livres pela cadeia
transportadora de elétrons e deplecdo de ATP, fatos estes que corroboram para a
morte celular (DE ARAUJO et al., 2008).

Esta condicdo fisiopatoldégica gera uma retroalimentagdo positiva, ou o

chamado Ciclo de Hodkins Positivo, que gera despolarizagdo da membrana,

2+
abertura de canais de membrana pelo glutamato e influxo Ca . Esse evento &

2+
mediado pela membrana plasmatica, pelas Ca  ATPases do reticulo

+

2
endoplasmatico e pelos mecanismos de transporte de Ca ao nivel da membrana

plasmatica, por transporte ativo, resultando em gasto de ATP. Enzimas celulares

2+
envolvidas em processos auto digestivos sdo ativadas pelo excesso de Ca que

estimulam uma sequéncia de reagdes enzimaticas toxicas (JOHNSTON et al.,

2001) que podem ser explicadas como: danos a fosforilagdo oxidativa, diminuem
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a fungdo mitocondrial e a produgéo de energia; ativagao de fosfolipases que agem

nos fosfolipidios contribui para a destruicdo da membrana neuronal; ativagdo de

2+
proteases pelo Ca com produgédo de radicais livres que agem na membrana

fosfolipidica, quebram a membrana e destroem a célula; ativagdo da oxido nitrico
sintetase que acaba por aumentar os niveis de oxido nitrico que produz radicais

livres; ativacdo da proteina quinase C, produz fosforilagcdo de proteinas

2+

responsaveis pelos mecanismos de saida de Ca (GAGLIARDI, 2000).

As enzimas caspases, aumentadas pelo oxido nitrico, ativadas pelo
Citocromo C, que é liberado imediatamente apds o episddio hipdxia isquémica,
iniciam e executam a morte celular programada, apoptose (DE ARAUJO et al,
2008).

Simultaneamente, ha também a atuacdo da cascata inflamatéria no
processo de excitotoxicidade, que € a maior determinante da morte neuronal que
segue a isquemia. Diversas evidéncias experimentais indicam seu envolvimento
na patogénese da lesdo isquémica cerebral. A isquemia do SNC aciona a reagao
inflamatoria, que se caracteriza pelo influxo de leucécitos e mondcitos, sugerindo
o envolvimento de diversas citocinas, principalmente interleucina 6 e fator de
necrose tumoral (PRONCIANQY; SILVEIRA, 2001). Os radicais livres, citados
acima, agem desordenadamente e induzem necrose e apoptose (DE ARAUJO et
al., 2008).

1.21.2 Necrose

A necrose € um processo acidental, passivo, onde a morte celular se
produz por um dano direto, irreversivel, de todas as estruturas celulares, como na
isquemia severa (DE ARAUJO et al., 2008). Pode ser definida como morte celular
rapida, acidental ou descontrolada caracterizada por inchaco celular e ruptura da
membrana levando a uma resposta inflamatéria (LU et al., 2014). Apds o estimulo
lesivo potencialmente grave, ocorre a deplecao inicial de ATP, que interrompe a
acao de transportadores de membranas plasmaticas, causando influxo de Na* e
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CI" acompanhado de aumentos no Ca®" intracelular e agua. O aumento
subsequente do intracelular resulta em colapso da membrana plasmatica e na
liberacdo de conteudos celulares no espaco extracelular desencadeando a
resposta inflamatéria (THORNTON et al., 2017; ZHANG et al. 2016). O processo
pode terminar em uma neoformacgao tecidual, a cicatrizacdo, com uma
deformagéao da arquitetura do tecido (DE ARAUJO et al., 2008).

Conclui-se que a morte celular no SNC apds lesdo pode coexistir
apoptose, necrose e formas hibridas ao longo de um continuum de apoptose-
necrose. Essas diferentes formas de morte celular tém contribuicbes variaveis
para a neuropatologia resultante da excitotoxicidade e isquemia cerebral
(MARTIN et al., 1998).

1.2.2 Estresse oxidativo

Em particular, a formacdo de EROS, é especialmente téxica para os
neurdnio, uma vez que estes radicais livres terdo a capacidade de dar
continuidade ao processo de leséo neuronal (BAKY et al., 2010). Diversas regioes
encefalicas podem ser afetadas pelos eventos isquémicos, porém a morte de
neurbnios € importante em areas encefalicas consideradas suscetiveis,

destacando-se o hipocampo e corpo estriado (LEE et al., 2014).

O estresse oxidativo resulta da transferéncia de um unico elétron para a
molécula de oxigénio para formar o anidn superoxido, o que rapidamente se
modifica e acaba por produzir as EROS (TURRENS, 2003). A hipdéxia é uma das
principais etiologias para a formacao de EROS mitocondrial. Os neurbnios sao
altamente vulneraveis aos efeitos deletérios do EROS (TERRANEO; SAMAJA,
2017).



58

1.2.3 Modelo experimental de hipdxia isquémica encefalica

1.2.3.1 Nitrito de Sédio (NaNO2)

O NaNO2 é um sal inorganico utilizado na fabricacdo de corantes,
tratamento de produtos téxteis, e a no tratamento e cura de carne (ANSARI; ALI;
MAHMOOD, 2015; GONCHAR; MANKOVSKAYA; KLYUCHKO 2006; KOHN et
al., 2002;). Tal composto vem sendo utilizado em larga escala como agrotéxico
na agricultura contemporénea, e também é usado na fabricagdo de compostos
nitrosos e produtos quimicos de borracha (ANSARI; ALI; MAHMOOD, 2015).
Outros usos frequentes sao verificados na composicao de fertilizantes e de
produtos de pirotecnia (GLUHCHEVAA et al., 2012). Na industria farmacéutica, o
NaNO2 pode ser utilizado como um vasodilatador, broncodilatador e como
antidoto para o envenenamento por cianeto (ANSARI; AL, MAHMOOD, 2015;
GLUHCHEVAA et al., 2012). De forma que, verifica-se tanto efeitos saudaveis
guanto deletérios em seu uso, uma vez que induz a formagao de MetHb e pode
provocar um tipo de hipdéxia anémica em humanos e também em animais
experimentais, como os ratos (GLUHCHEVAA et al., 2012).

O NaNO2 é uma substancia que pode contaminar alimentos e a agua
potavel. Alguns estudos demonstram que os indices de nitrato-nitrito tém
aumentado de forma importante, muito além dos limites aceitaveis (ANSARI; ALI;
MAHMOOD, 2015). De forma que, a exposigdo humana ao nitrito tem aumentado
acentuadamente nos ultimos anos, seja devido ao uso extensivo de adubos
nitrogenados na agricultura, devido eliminagdo inadequada dos residuos
domiciliares e industriais ou até pela poluicdo do ar (GALLOWAY et al., 2003).
Dessa forma, tal utilizagdo indiscriminada representa importante papel na poluicao
ambiental (GONCHAR; MANKOVSKAYA; KLYUCHKO 2006).
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1.2.3.2 Efeitos da Intoxicagao por NaNO2

O NaNO2 quando atinge a corrente sanguinea, tem uma afinidade muito
grande com a hemoglobina, causando hipoxemia e afetando a hematopoiese.
Assim, ele tende a se agrupar com a hemoglobina, formando a metahemoglobina.
Esta condicdo pode desencadear uma condicdo clinica conhecida como
metahemoglobulinemia, na qual ha redugcédo na capacidade da hemoglobina em
transportar o O2. A toxicidade do NaNO2, portanto, se torna uma das principais
preocupagdes médicas voltadas para o paciente nessa condigdo (ANSARI; ALl,
MAHMOOD, 2015; GLUHCHEVAA et al., 2012; KOHN et al., 2002).

A metahemoglobinemia gerada por doses elevadas de NaNO2 é
importante causador de liberagdo de EROS. De maneira mais detalhada,
entende-se que os nitritos podem estimular a oxidagado de ions ferrosos em oxi-
hemoglobina para formar radicais MetHb e superdxido-anions. Este subproduto
sera uma fonte de oxido nitrico, que reage rapidamente com superoxidos para
formar peroxinitrito, que sao altamente reativos. Os metabdlitos de EROS podem
iniciar uma grande variedade de reagbes oxidativas tdxicas, acabando por
desencadear danos celulares irreversiveis (ANSARI; ALI; MAHMOOD, 2015;
GONCHAR; MANKOVSKAYA; KLYUCHKO, 2006; GLUHCHEVAA et al., 2012).

Estes processos incluem a modificagao oxidativa de proteinas, a inibigao
direta das enzimas da cadeia respiratdria mitocondrial, a inativagao da atividade
dos transportadores de ions sodio e potassio na membrana, aumenta a
peroxidacao lipidica e disturbios no sistema de defesa antioxidante (GONCHAR,;
MANKOVSKAYA; KLYUCHKO, 2006; OZEN et al., 2014).

A hipoxia, capacidade reduzida da hemoglobina em transportar o O2,
induzida por NaNO2 pode resultar em quadros de cianose. Além disso, pode até
colocar o organismo em risco de morte ou até precipitar o aparecimento de outras
doengas (ANSARI; ALI; MAHMOOD, 2015; GONCHAR; MANKOVSKAYA;
KLYUCHKO, 2006; KOHN et al., 2002).

Entretanto, vale aqui o registro de que existe um efeito vasodilatador do

NaNO2 que pode ter beneficio no tratamento da hipertensdo pulmonar,



60

vasoespasmo cerebral pos-hemorragico e péds infarto do miocardio
(GLUHCHEVAA et al., 2012) desde que administrado em doses terapéuticas.

Como o SNC é particularmente suscetivel aos efeitos tanto da hipodxia,
quanto dos radicais livres, a intoxicagcdo por NaNO2 pode ser especialmente
danosa a este sistema, provocando o quadro de hipdxia isquémica encefalica
(BAKY et al., 2010; KOHN et al., 2002). E possivel, que este quadro também
cause alteragbes comportamentais e orgéanicas relacionadas ao estresse que o
organismo foi submetido, e que repercute com alteragdes de ansiedade e de
depressao (KOHN et al., 2002).

Portanto, o NaNO2 pode ser aplicado experimentalmente para causar
alteragdes na oxigenagao sanguinea e, consequentemente, induzir estados de
hipéxia anémica, condicdo na qual havera caréncia de oferta de oxigénio para
varios orgaos e tecidos. Particularmente, o SNC podera ser afetado por esta
intoxicagdo, visto que, seu metabolismo aerdobico exige altos indices de
suprimento vascular arterial (BAKY et al., 2010; KOHN et al., 2002).

O excesso de oOxido nitrico reage com o superoxido para formar o
peroxonitrito, o qual ataca a membrana celular, em sua camada lipidica
resultando num processo de lipoperoxidacdo da membrana e em potenciais
danos. Quando este processo ocorre na mitocondria favorece ainda mais a
liberacdo de mais moléculas de radicais livres (MAITI; SINGH; ILAVAZHAGAN,
2008).

1.2.4 Alterag6es comportamentais da hipoxia isquémica encefalica

Como visto anteriormente, os organismos vivos, humanos ou animais
reagirdo de maneiras diferentes aos quadro de hipdxia isquémica encefalica,
dentre as diferentes formas de reagao, decidiu-se investigar, no presente estudo,
a influéncia da musica sobre possiveis alteragdes em variaveis bioquimicas e

comportamentais.

A oferta adequada de oxigénio aos tecidos é fundamental para que as

células mantenham o metabolismo aerdbico e as fungdes vitais. Quando a
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pressao de perfusdo € insuficiente para suportar as necessidades minimas de
oxigénio, ha a mudangca do metabolismo aerdbico para anaerdbico, com
consequentes disfungdes organicas (PROCIANOY; SILVEIRA, 2001).

Em estudo, com modelo animal, foi realizada a oclus&o da artéria cerebral
meédia durante 20 minutos o que produziu alteracbes em parametros de
Ressonancia Nuclear Magnética, em aspectos histologicos do tecido que sofreu
hipéxia, em padrées comportamentais investigados tanto agudamente quanto
cronicamente. Até mesmo achados normais no exame de ressonancia apds a
hipdxia isquémica pode nao indicar que o tecido, histologicamente, esteja normal,
assim como anomalias comportamentais permanecem. Pode ser observado que
disfungdes comportamentais persistindo por muito tempo, mesmo quando houve
melhora dos padrbes das imagens, estavam relacionados com danos histolégicos
sutis. Juntos, estes resultados podem ajudar a explicar os déficits neurologicos
persistentes em pacientes acidente vascular cerebral ou ataque isquémico
transitorio com resultados de exames de imagem normais. Inferindo que os anos
macroscopicos podem nao corresponder as alteragdes microscopicas no tecido
encefalico (SICARD et al., 2006).

Em outro estudo com modelo animal de oclusdo transitéria da artéria
cerebral média, foi verificada perda progressiva da percepgcdo espacial e
memoria, assim como reducido no potencial de longo prazo do hipocampo. Ainda
foi observado aumento da inibigdo relacionada com neurotransmissores GABA e
decréscimo de quinases reguladas por sinais extracelulares no hipocampo. Tais
alteracdes na regiao hipocampal seriam a justificativa para as perdas cognitivas

apos hipoxia isquémica induzida experimentalmente (LI et al., 2013).

As pessoas que sobrevivem aos primeiros estagios do infarto cerebral
podem sofrer com sequelas decorrentes do comprometimento neurolégico. Isto
esta associado com alta incidéncia de déficits das fungcdes sensorio-motores e
também de habilidades cognitivas (LI et al., 2013; ZHOU et al., 2013). Como
consequéncia destes processos, muitos pacientes com lesdo encefalica
apresentam alteragdes comportamentais, tais como transtornos de humor,
sindromes depressivas e perdas de memoria, com taxa de prevaléncia variando
entre 20 a 50% dos casos (RAGLIO et al., 2015). O transtorno comportamental
pode ter impacto negativo na recuperagdo do individuo que sofreu lesao
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encefalica por hipdxia isquémica, influindo, sobretudo, em sua qualidade de vida
e, por vezes, repercutindo negativamente na evolugéo clinica desses pacientes e
impactando em sua qualidade de vida (CHOI; LEE; LIN, 2008).

Alguns déficits cognitivos podem ser observados a curto prazo, logo apés a
hipdxia ter ocorrido, entretanto, pode-se observar o desenvolvimento de diferentes
tipos de deméncias mesmo apos decorridos muitos anos do quadro inicial (LI et
al., 2013). Mais relevante é o fato de que, as pessoas que sobrevivem ao quadro
de hipoxia cerebral tem o dobro de chance de desenvolver alguma forma de
deméncia, quando comparadas a individuos que nunca sofreram tal condigcéo
(DOYLE et al., 2015).

A apoptose destaca-se como uma das principais vias que conduzem a
morte das células na lesdo de isquemia cerebral e quando atinge o hipocampo,
por exemplo, € um dos principais agentes promotores de alteracbes de memoria
(BAKY et al., 2010; CERBAI et al., 2012; LEE et al., 2014).

Por haver tantos mecanismos de les&o para o insulto isquémico, até a
atualidade nao existe um tratamento eficaz para impedir a instalagdo da hipoxia
isquémica encefalica. Portanto, diversos estudos tém sido desenvolvidos com a
finalidade de buscar este tratamento (DE ARAUJO et al., 2008).

1.2.4.1 Aspectos Bioquimicos

1.2.4.1.1 Estresse

O estresse pode ser definido, em linhas gerais, como a ruptura real ou
antecipada da homeostase de um organismo vivo ou até como a ameaga ao bem-
estar de um individuo (ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). A adaptagao ou resposta
face ao estresse € acgao prioritaria para todos os seres vivos. A partir da influéncia
do agente estressor, € ativada a chamada resposta fisiologica ao estresse, que
envolve um conjunto eficiente e altamente coordenados de sistemas interligados
que visam manter a integridade fisiolégica, mesmo diante de circunstancias

desafiadoras e potencialmente perigosas. Esta medida tem por objetivo conservar
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a equilibrio orgéanico e aumentar a preservacao da espécie diante dos estimulos
ambientais (JOELS; KRUGERS, 2007; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Desta forma, observa-se que a sobrevivéncia e o bem-estar das espécies
requerem respostas fisioldégicas apropriadas aos desafios ambientais e
homeostaticos. O restabelecimento e manutencdo da homeostase implica a
ativacdo coordenada e controlada de sistemas neuroenddcrinos e de estimulos
autbnomos. As respostas ao estresse sdo mediadas por circuitos neuronais
sobrepostos e grande parte dos eventos se desenvolvem no sistema limbico, no
hipotalamo e no tronco encefalico e por ativagao do sistema nervoso autbnomo. A
contribuicdo dos sistemas neuroendocrinos e autondmicos serdo desencadeadas
de acordo com a modalidade e a intensidade do agente estressor. Além disso, as
regides limbicas que s&o responsaveis pela regulagcao das respostas ao estresse
se conectam com circuitos responsaveis pela mediacdo do sistema de
recompensa e da formagdo da memoaria. Desta forma, proporcionando meio para
adaptar a resposta ao estresse em relagao a experiéncia anterior (HERMAN et al.,
2003; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

A hipdxia isquémica encefalica, assim como todas as consequéncias que
podem surgir da intoxicagdo por NaNO2, podem potencialmente, representar um
agente estressor para o organismo. E quando submetido a um estimulo estressor,
o organismo vivo deflagra a resposta ao estresse, desencadeada pela ativagao do
eixo HPA. Tal eixo é formado por trés estruturas principais: o nucleo para
ventricular do hipotalamo, o lobo anterior da gléandula pituitaria, e a glandula
suprarrenal (HERMAN et al., 2003; KOOB, 2008). Em animais humanos ou néo,
as principais moléculas envolvidas na resposta ao estresse sdo a adrenalina e os
glicocorticoides (ROTLLANT; TORT, 1997; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Trés etapas distintas sao identificadas na resposta ao estresse.
Inicialmente ocorre a produgao de catecolaminas, a adrenalina e a noradrenalina
(GUEST et al.,, 2013). Tais moléculas sao liberadas da por¢dao medular da
glandula adrenal, para a corrente sanguinea, via estimulo desencadeado pelo
sistema nervoso autbnomo e desencadeiam diferentes respostas no corpo. Como
exemplo, pode-se observar que a liberacdo de adrenalina e noradrenalina
provoca aumento na frequéncia cardiaca e dilatacdo dos brénquios. De maneira

complementar a esta atividade, a secrecéo de insulina é inibida e a glicogendlise
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€ estimulada nos musculos e figado, levando a maior concentragédo de glicose na
corrente sanguinea (DELAUNAY et al., 1997).

Na segunda etapa, por volta de 20 minutos apos a resposta inicial, ocorre a
liberagdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) da hipofise anterior
diretamente na corrente sanguinea, estimulado pela secre¢ao do fator liberador
de corticotrofina do nucleo para ventricular do hipotalamo no sistema portal e na
eminéncia mediana do hipotalamo. O ACTH, por sua vez, atinge as gléndulas
adrenais, estimulando a liberagdo de glicocorticoides tais como o cortisol do
coértex da adrenal. Também ha a liberagdo de vasopressina pelos neurdnios
parvocelulares do nucleo para ventricular, que produz efeitos sinérgicos sobre a
liberagdo de ACTH que sdo mediadas pela vasopressina (GUEST et al., 2013;
KOOB, 2008; VAN RAALTE et al., 2009).

Ao final, completando o terceiro momento, os glicocorticoides produzem
respostas que promovem aumento da gliconeogénese e da lipolise, levando a
maiores volumes de glicerol e acidos graxos na corrente sanguinea (DELAUNAY
et al.,, 1997; GUEST et al., 2013; VAN RAALTE et al., 2009).

O eixo HPA é ainda ligado via feedback negativo dos glicocorticéides
circulantes que atuam em duas areas encefalicas, a saber, o nucleo
paraventricular do hipotalamo e o hipocampo. Os neurénios hipofisiotropicos do
nucleo para ventricular s&o, por sua vez, inervados por inumeras projegdes
aferentes, que surgem a partir do tronco encefalico, dos nucleos do hipotalamo e
de estruturas limbicas localizadas no cortex frontal e pré-frontal (DELAUNAY et
al., 1997; KOOB, 2008).

Portanto, de maneira genérica, compreende-se que as respostas ao
estresse agrupam-se em trés categorias: primaria, secundaria e terciaria. As
respostas primarias sdo as hormonais, as secundarias sdo mudancas nos
parametros fisioldgicos e bioquimicos e as terciarias dizem respeito a efeitos que
comprometem o desempenho fisico e cognitivo da pessoa, provocam alteragdes
comportamentais e acabam por aumentar a suscetibilidade a doencgas
(BRANDAO; CARVALHO GOMES; CHAGAS, 2006).

O cortisol, por exemplo, pode ser importante como indicador para a
deteccdo de estresse primario. E os resultados obtidos em testes de laboratorio,
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com este indicador, podem ser comparados em diferentes espécies animais, visto
que, existe ampla literatura a seu respeito. Ja para as respostas secundarias, os
niveis de glicose e de colesterol sanguineos podem ser averiguados com
facilidade. O lactato também € um bom indicador de estresse, e indica o acumulo
de acido lactico decorrente do aumento do exercicio fisico a medida que os
animais sdo expostos a um estressor (BRANDAO; CARVALHO GOMES;
CHAGAS, 2006; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009). E quando consideram-se as
respostas terciarias poderao ser avaliadas e mensuradas por escalas especificas
e testes comportamentais (DRYSDALE et al., 2017).

Assim, fica estabelecido o papel do cortisol (hidrocortisona), como o
principal glicocorticéide produzido pelo cértex da glandula suprarrenal (10-20 mg
diarios), e que esta diretamente relacionado a resposta ao estresse, aumento da
pressao arterial e da glicose do sangue (devido a libragdo de glucagon que
provoca), além de, deprimir o sistema imune. Apos a sintese, o cortisol passa
para a corrente sanguinea onde a maior parte (mais de 60%) encontra-se ligada a
proteinas, especialmente a globulina ligante de cortisol e a albumina. O restante
encontra-se livre no plasma, que representa a sua forma ativa (ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009).

Os (glicocorticoides servem para preparar o organismo para desafios
fisiolégicos ou ambientais e sdo importantes para a consolidagado da resposta ao
estresse. A persisténcia e a intensidade exagerada do estresse, bem como a
incapacidade do organismo em terminar sua apresentagdo, podem tornar o eixo
hiperreativo, com prejuizos potenciais ao organismo (JOCA; PADOVAN;
GUIMARAES, 2003)

A concentragdo sanguinea de cortisol ndo permanece constante durante
todo o dia e sua meia vida encontra-se entre 80 a 100 minutos. De forma que, a
manutencao da concentracdo sérica de cortisol depende de sintese permanente.
Adicionalmente, o cortisol, como mencionado anteriormente, também estimula a
liberacdo de glucagon que, quando em concentragdo consideravel, eleva os
niveis plasmaticos de glicose, antagonizando as agdes da insulina, por oposi¢cao
de vias intracelulares (DELAUNAY et al., 1997).
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As alteragcbes bioquimicas mediadas pelo estresse e pelo cortisol podem
afetar diferentes 6rgdos e promover diversas repercussdes organicas. No que
tange o SNC, regides especificas encefalicas parecem ser afetadas de maneira
mais significativa pelo estresse, tanto a nivel macroscépico quanto microscopico.
Dentre as regides mais afetadas, incluem-se o hipocampo, a amigdala, o corpo
caloso, o coértex encefalico, o cerebelo e o hipotalamo. Também, & possivel
estabelecer, na literatura, que mudangas morfoldégicas em muitas das regides
acima relatadas tém sido ligadas ao desenvolvimento de desordens psicologicas
e comportamentais. De forma que, € possivel inferir que, 0 estresse possa afetar
o desempenho funcional dessas areas, terminando por repercutir em aspectos
psicossociais do individuo (GUEST et al., 2013; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

Tanto os estimulos psicogénicos quanto os sistémicos sdo processados
em multiplas estruturas do sistema limbico, incluindo amigdala, hipocampo e
cortex pré-frontal. Essas regides recebem informagdes associativas de areas
subcorticais e corticais que estdo envolvidas no processamento sensorial de
informacdes superiores e de memoria, bem como, informacdes aferentes
ascendentes sdo processadas, vindo de regides envolvidas com a atencao e a
excitacdo. De forma que, tais por¢des do sistema limbico trabalham em paralelo
para influenciar a ativagao do eixo HPA, e provavelmente desempenham fungdes
semelhantes nas respostas autondmicas ao estresse (HERMAN et al., 2003;
ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

A amigdala é estruturalmente complexa, com inumeros alvos a jusante que
modulam as respostas de estresse autondmico e neuroendodcrino. O nucleo
central da amigdala recebeu atencao consideravel como um ponto chave para a
integracdo do estresse, dado seu envolvimento na regulagdo autonémica e sua
associacdo com comportamentos relacionados ao estresse especificamente,
respostas ao medo (DAYAS; BULLER; DAY, 1999; ULRICH-LAI;, HERMAN,
2009).

O hipocampo, que € o tema do presente estudo, € uma regido importante
envolvida com a regulagdo de aspectos comportamentais desempenhados pelo
eixo HPA. Ja foi verificado que, alteracbes no hipocampo acompanham a
hiperatividade do eixo HPA em pessoas e em modelos animais que apresentam
disfungbes afetivas. E o impacto da subrregulagdo dos receptores para
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glicocorticoides no hipocampo parece ser um fator fundamental para a
hiperatividade do eixo HPA (CHEN et al., 2015). A estimulagdo do hipocampo
diminui a secrecéo de glicocorticéides em ratos e seres humanos, ao passo que o
dano do hipocampo aumenta induzido pelo estresse e, em alguns casos,
secregao basal de glicocorticoides (HERMAN et al., 2003). Notavelmente, os
efeitos da lesdo sdo mais pronunciado durante a fase de recuperagdo da
secrecao de glicocorticéides induzida pelo estresse, implicando o hipocampo na
regulacdo do término de respostas HPA iniciadas pelo estresse. O hipocampo
também influencia o sistema nervoso autondmico. A estimulacdo do vinda do
hipocampo diminui a frequéncia cardiaca, a pressao arterial e a frequéncia
respiratoria em ratos acordados, tais efeitos, sdo bloqueados por lesées do cortex
pré-frontal medial. De forma que, como o hipocampo ndo possui grandes
projecdes diretas para o tronco encefalico, suas agdes podem ser mediadas por
aferéncias destinadas ao cortex pré-frontal medial (JACOBSON; SAPOLSKY,
1991; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

O cortex pré-frontal medial também €& complexo, com diferentes sub-
regides contribuindo para diferentes aspectos das eferéncias relacionadas ao
estresse. O cortex pré-frontal medial pré-limbico inibe preferencialmente as
respostas do eixo HPA aos estressores psicogénicos e, como o hipocampo,
regula a duragdo, mas ndo os niveis maximos de secregao de glicocorticoides,
sugerindo envolvimento no término da resposta. Em contraste, o cortex pré-frontal
infra limbico esta envolvido no inicio de respostas autbnomas e HPA a estimulos
psicogénicos. Coletivamente, os dados indicam que os cortices pré-limbicos e
infra limbicos tém papéis diferentes na coordenacédo das respostas ao estresse,
com saida do cortex pré-frontal medial dorsal e do cortex pré-limbico que confere
a inibicdo e do cortex infra limbico que confere estimulagdo. Em virtude de suas
interconexdes com o hipocampo e a amigdala, o coértex pré-frontal esta
posicionado no topo da hierarquia de iniciagdo da resposta e pode ser um
coordenador principal, mas nao unico, limbico de reatividade fisiologica
(RESSTEL et al., 2006; ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

De forma que parece ser possivel, entdo, com base na literatura,
estabelecer uma relacdo entre estresse, alteragcbes comportamentais e
repercussdes morfolégicas no hipocampo (DAYAS; BULLER; DAY, 1999;
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HERMAN et al., 2003; JACOBSON; SAPOLSKY, 1991, RESSTEL et al., 2006;
ULRICH-LAI; HERMAN, 2009).

1.2.4.1.2 Aspectos Comportamentais (Ansiedade e Depressdo)

Define-se ansiedade como o estado emocional transitério e flutuante no
tempo, caracterizado por sentimentos subjetivos conscientemente percebidos,
tensdo, apreensédo e pensamentos negativos. Geralmente, € acompanhada por
varios sintomas fisicos, tais como: ataques ou tremores, tensdo muscular, dores
de cabeca, sudacao, boca seca, dificuldade em engolir, dor abdominal (pode ser o
Unico sintoma de estresse, especialmente em uma crianga). As vezes, outros
sintomas como tonturas, taquicardia, taquipnea, diarreia ou necessidade
frequente de wurinar, fadiga, irritabilidade, diminuicdo da capacidade de
concentragao, entre outros (OLAZARAN-RODRiGUEZ; AGUERA-ORTIZ; MUNIZ-
SCHWOCHERT, 2012; NIETO-ROMERO, 2017).

A ansiedade, portanto, € um estado psicolégico complexo, que pode até
apresentar efeitos benéficos em algumas situagdes. Assim, os transtornos de
ansiedade sio caracterizados por presenga de sentimento desproporcional de
medo e de preocupagdo em resposta a estimulos ambientais ou internos
(BROSHEK; DE MARCO; FREEMAN, 2015; ENGIN et al., 2016), e representam
uma das desordens mentais mais comuns na sociedade contemporanea (AGETA
et al., 2008; JACOBSON; NEWMAN, 2017). A ansiedade pode ser relacionada ao
estresse e até pode ser considerada como resposta emocional normal e
adequada ao estresse agudo. No entanto, um estilo de vida estressante pode
levar ao comportamento ansiogénico patoldgico que acaba por desestruturar as
relacbes sociais e a saude das pessoas que sofrem este processo
(ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015).

Diferentes denominacbes sao encontradas na literatura sobre pontos
importantes relativos a ansiedade. De forma que ha distingdo entre o trago e o
estado de ansiedade. O traco de ansiedade representa uma caracteristica
emocional constante que pode se tornar patoldgica, ja o estado de ansiedade
pode ser considerada ndo patologica, representando uma consequéncia
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momentanea a estimulos ansiogénicos. O trago de ansiedade pode ser modulado
pela intensidade e frequéncia dos episodios de estados de ansiedade, de formas
que uma predisposi¢cao individual podera desencadear alteragbes psiquicas
importantes, caso haja muitos eventos ansiogénicos repetitivos. De forma que,
quando esses sentimentos sdo exagerados, a pessoa pode ndo conseguir
moderar tais sentimentos, e eles podem interromper o funcionamento normal da
vida do individuo. Nessa situacdo, eles poderao ser classificados como
transtornos de ansiedade (MEDEIROS et al., 2013).

Os transtornos de ansiedade representam, atualmente, o disturbio
psiquiatrico mais comum na populacdo americana. Entendendo-se, entdo, que
quando muito exacerbada, a ansiedade torna-se um estado patolégico no qual
ocorrera reacdes exacerbadas e respostas desproporcionais a certas situagdes.
Diferentes regides do encéfalo, especialmente do sistema limbico, estdo
envolvidas na modulagéo da expressédo do comportamento ansioso (BROSHEK;
DE MARCO; FREEMAN, 2015; ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015).

Dentre as regides do sistema limbico que mantém estreita relagdo com o
controle da ansiedade ou com o desenvolvimento de comportamento ansiogénico,
destacam-se a amigdala, o hipocampo e o cortex pré-frontal (BROSHEK; DE
MARCO; FREEMAN, 2015; JACOBSON; NEWMAN, 2017; ZARRINDAST;
KHAKPAI, 2015). Mais detalhadamente, o giro denteado e a area CA3 do
hipocampo, o complexo amigdaloide e a porgdo medial do cortex pre-frontal
(ENGIN et al., 2016). Cada uma dessas regides compde a base de neurocircuito
que modulam a ansiedade. Ha varios mecanismos e neurotransmissores
envolvidos na regulagdo da ansiedade. Porém, o sistema dopaminérgico parece
ter um papel central no comportamento ansiogénico (ZARRINDAST; KHAKPAI,
2015).

A depressao, por sua vez, € uma doenga grave que € um dos maiores
problemas de saude do mundo (DOOSTI; AHMADI; FASIHI-RAMANDI, 2017).
Trata-se da alteragdo grave do humor, que pode acompanhar ou aparecer em
qualquer fase da vida (FERREIRA et al., 2016). Os sintomas depressivos se
manifestam, em seres humanos, com sentimentos de tristeza, de sobrecarga ou
de desesperanca (SANCHEZ, 2014). No entanto, ha muita dificuldade semantica
de se conceituar a depresséo, ja que o termo é aplicado para designar um
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determinado sentimento ou sintoma; para especificar um complexo de sintomas
ou para designar uma entidade nosolégica definida (BECK; ALFORD, 2016).

Como outros disturbios neuropsiquiatricos, a depressdo nédo é uma doencga
unitaria, mas sim uma sindrome heterogénea que abrange sintomas variados que
ocorrem concomitantemente e que apresentam respostas divergentes ao
tratamento. Trata-se de uma sindrome clinica heterogénea que envolve varias
centenas de combinagdes Unicas de mudangas no humor, de apetite, do sono, da

energia, da cognicéo e até da atividade motora (DRYSDALE et al., 2017).

Existe forte relacido, sobreposicédo e coincidéncia entre as caracteristicas e
mecanismos que ocorrem tanto na ansiedade quanto na depressdo. De forma
que, a depressao aparece como relato recorrente em individuos que sofrem de
transtornos de ansiedade e o contrario também é observado (AGETA et al., 2008;
JACOBSON; NEWMAN, 2017). Isso ocorre até mesmo porque as areas corticais
que séo criticas para a fisiopatologia da depressao s&o praticamente as mesmas
gue modera as reagdes de ansiedade. Inclusive, estruturalmente, a diminuicdo do
volume hipocampal parece estar relacionada com episddios de depressao
(BERNASCONI et al.,, 2015; BROSHEK; DE MARCO; FREEMAN, 2015).
Alteragcdes semelhantes foram encontrados no giro cingulado anterior, amigdala e
cortex pré-frontal (BERNASCONI et al., 2015).

Depressédo e lesdo encefalica s&o experiéncias partilhadas por muitos
pacientes e, em geral, geradoras de dificuldades, especialmente para a qualidade
de vida dos que as vivenciam, também para a efetivacdo da compreensao
diagnodstica e, consequentemente, de propostas de tratamento e de reabilitagéo
(DONATTI et al.,, 2017). J& o comportamento sugestivo de depressao e de
ansiedade, em ratos, podem ser verificados experimentalmente por meio do teste
de nado forgado (DOOSTI; AHMADI; FASIHI-RAMANDI, 2017) e do labirinto em
cruz elevado (DONATTI et al., 2017), respectivamente.

O estresse parece ser um dos principais fatores ambientais que
predispdem um individuo a depressao. Em cerca de 60% dos casos, os episodios
depressivos sao precedidos pela ocorréncia de fatores estressantes,
principalmente de origem psicosocial. Além disso, a conhecida influéncia de
fatores genéticos no desenvolvimento da depressao poderia ser decorrente de um
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aumento da sensibilidade a eventos estressantes (DOOSTI; AHMADI; FASIHI-
RAMANDI, 2017).

Em pacientes deprimidos, o controle inibitorio da atividade do eixo HPA
parece estar comprometido. Eles podem apresentar niveis basais elevados de
cortisol e ndo responderem ao teste de supressao com o corticosteroide sintético
dexametasona. O envolvimento do eixo HPA na neurobiologia da depresséo é
apoiado, ainda, pela observagdo de que individuos com sindrome de Cushing
apresentam déficits cognitivos e alteragdes na estrutura e fungdo hipocampais,
semelhantes aquelas encontradas em pacientes deprimidos (BERNASCONI et al.,
2015; BROSHEK; DE MARCO; FREEMAN, 2015).

A maior parte dos modelos animais de depressao, como o nado forcado e
o desamparo aprendido, avalia o desenvolvimento de altera¢gées comportamentais
e fisiologicas em resposta a pré-exposicdo a evento estressante inescapavel
(BERNASCONI et al., 2015; JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003)

Estes dados indicam que eventos estressantes teriam um efeito
neurotdxico sobre o hipocampo, provavelmente mediado pelo aumento de
glicocorticéides, predispondo ao desenvolvimento da depressao (JOCA;
PADOVAN; GUIMARAES, 2003)

Finalmente, resta o desafio de entender como os novos neurénios gerados
melhorariam o quadro depressivo e, numa perspectiva maior, como as fungdes do
hipocampo se relacionariam com a depressao (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES,
2003)

A exposicao a fatores estressantes tem papel importante, por exemplo, no
desenvolvimento de transtornos depressivos. Os mecanismos envolvidos nesta
relagdo, no entanto, ainda s&o pouco conhecidos, mas algumas evidéncias
sugerem a participagdo da formagao hipocampal: 1. o estresse pode causar
alteracdes plasticas no hipocampo, que incluem remodelagao dendritica e inibigao
de neurogénese. Drogas antidepressivas impendem estes efeitos, possivelmente
por aumentarem a expressdo de fatores neurotréficos; 2. a facilitagdo da
neurotransmissdo serotoninérgica no hipocampo atenua consequéncias
comportamentais do estresse e produz efeitos antidepressivos em modelos

animais; 3. o0 antagonismo do principal neurotransmissor excitatério no
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hipocampo, o glutamato, produz efeitos semelhantes; 4. o hipocampo parece
estar “hiperativo” em animais mais sensiveis em modelos de depressdo e em
humanos resistentes a antidepressivos; 5. o hipocampo, em conjunto com o
complexo amigdaloide, parece ter papel fundamental na consolidagao e evocagéo
de memodrias aversivas. Nao obstante estas evidéncias, o desafio futuro sera o de
tentar integrar os resultados destes diferentes campos (farmacoldgico, molecular,
eletrofisioldgico, clinico) em uma teoria unificadora sobre o papel do hipocampo
na regulagdo do humor e seus transtornos bem como nos efeitos de tratamentos
antidepressivos (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003)

1.3 FORMAGCAO HIPOCAMPAL

1.3.1 Anatomia e Histologia

O hipocampo é uma das estruturas que compdem o sistema limbico e é
vital para a fungdo cognitiva e de humor (SAMUELS; HEN, 2011). Além do
hipocampo, sdo componentes do sistema limbico os giros para-hipocampais, o
giro denteado, o giro cingulado, o complexo amigdaloide, os nucleos anteriores do
talamo, o hipotalamo e o giro para-terminal. Esta formagdo complexa encefalica,
atua regulando as principais atividades cognitivas e emocionais dos animais
(HATTIANGADY; SHETTY, 2012).

Dentre todas estas estruturas, a formagao hipocampal destaca-se pode ser
anatomicamente facil de ser identificado, ou seja, apresenta estrutura
macroscopica e microscopica singular, de forma que em estudos e analises
histologicas ele frequentemente é selecionado para a pesquisa (EL FALOUGY;
BENUSKA, 2006; SCORZA et al., 2005).

Essa denominagé&o, hipocampo, tem origem na semelhanga desta estrutura
com um cavalo marinho (hipocampo, em grego), quando visualizado na porgéao
inferior do corno dos ventriculos laterais. Esta localizado na porgao ventral
profunda do lobo temporal. Na formacdo hipocampal sdo identificadas seis
diferentes estruturas, a saber, o hipocampo propriamente dito, o giro denteado, o

complexo subicular (subiculum propriamente dito, pré—subiculum e
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parasubiculum) e o cértex entorrinal (AGSTER; BURWELL, 2013; EL FALOUGY;
BENUSKA, 2006).

Figura 05 — Imagem histol6gica das principais areas identificaveis da formag&o hipocampal de ratos Wistar. Destacam-
se 0 Corno de Amon com suas regides CA1 a CA4, o Subiculum e o Giro Denteado. Corno de Amon 1 a 4 (CA1; CA2;
CA3; CA4) (Fonte: RIBEIRO et al., 2017).

Em relagdo a estrutura histolégica, o hipocampo €& formado por trés
camadas de células (alocortex) em forma de U, que vertem umas sobre as outras.
De forma que, como pode ser visualizado na Figura 05, anatomicamente,
destacam-se duas regides, o Corno de Amon (CA) e o giro denteado (BOCCARA
et al., 2015). O Corno de Amon, também denominado de hipocampo propriamente
dito é subdividido em 4 regides, nomeadas de CA1 a CA4 (EL FALOUGY;
BENUSKA, 2006; O'MARA et al., 2001). Ja o giro dentado é dividido em trés
camadas: a camada molecular, a camada de células granulares e a camada
polimoérfica (BOCCARA et al., 2015; SCORZA et al., 2005).

A regido CA1 é a continuagédo do natural do subiculum, sendo os corpos
celulares de seus neurdnios piramidais relativamente pequenos. Por sua vez, CA2
possui neurbnios densamente agrupados que sao grandes e ovoides. Ja na
regido de CA3 os corpos dos neurbnios piramidais sdo semelhantes aos de CAZ2,
mas a densidade é menor; se estendendo ao longo da regido curvada do Corno
de Amon até inserir-se na concavidade do giro denteado. E, finalmente, CA4
encontra-se inserido dentro da concavidade do giro denteado, seus corpos
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neuronais s&o ovoides, grandes, pouco numerosos e espalhados entre as fibras
musgosas e grandes fibras mielinicas caracteristicas dessa regiao (BOCCARA et
al., 2015; EL FALOUGY e BENUSKA, 2006; O'MARA et al., 2001).

O giro denteado (GD) surge no meio da estrutura do hipocampo
propriamente dito como uma delgada lamina, e sua concavidade voltada para a
regido dorsal (ou superior). Como citado anteriormente, a curvatura concava do
GD envolve a regido CA4 do Corno de Amon. E esta separado dos setores CA1,
CA2 e CA3 pelo sulco hipocampal e por formacdes arteriais e venosas que
frequentemente seguem a rota original do sulco hipocampal (AGSTER;
BURWELL, 2013; DUVERNOY, 1988).

Em relacdo as demais partes que compdem o hipocampo, verifica-se que
na porcgéao distal do estrato radiado de CA1 é encontrado o limite entre o Corno de
Amon e o subiculum. O subiculum é dividido em quatro sub-regides, a saber, pro-
subiculo, que é a continuidade de CA1; subiculum propriamente dito, que pode
parecer parcialmente encoberto pelo giro denteado; pré-subiculum, caracterizado
por pequenos neurOnios piramidais superficiais agrupados; parasubiculo, que
contorna a margem do giro parahipocampal para a area entorrinal. Ja a area do
cortex entorrinal € mal delimitada, podendo ser localizado entre o uncus e regido
anterior do giro parahipocampal (BEZERRA, 2017; O'MARA et al., 2001).

1.3.2 Aspectos Fisiolégicos Gerais

As diferentes esferas cognitivas, emocionais e comportamentais dos seres
humanos e dos animais sdo mediadas por estruturas do sistema limbico, do
cortex pré-frontal e de suas vias subcorticais (BROSHEK; DE MARCO;
FREEMAN, 2015). Pertencente ao sistema limbico, ao hipocampo sao
classicamente atribuidas as fungbes de aprendizagem e de memoria. Ha ainda
relatos cientificos de que a formacdo hipocampal pode influenciar em
comportamentos relativos ao apetite e a saciedade e também participa do
controle das emogdes (DE QUERVAIN; SCHWABE; ROOZENDAAL, 2017; EL
FALOUGY; BENUSKA, 2006).

Embora tradicionalmente relacionado a processos cognitivos como

aprendizado e memoria, o hipocampo esta envolvido com a resposta ao estresse.
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Ele é ativado por diferentes estressores e participa do processamento de
informagdes sobre eventos ameagadores. O hipocampo possui grande densidade
de receptores para glicocorticoides que, quando ativados, inibem a atividade do
eixo HPA, limitando a resposta ao estresse. Além disso, ele também pode se
tornar um alvo para os efeitos deletérios do estresse (JOCA; PADOVAN;
GUIMARAES, 2003).

Ja o setor CA2, que é bastante proeminente e distinto no hipocampo
humano, tem papel ainda n&o muito bem definido, mas €& provavel que
desempenhe fung¢des importantes, uma vez que possui alta celularidade e
vascularizagao (DUVERNOY, 1988; ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015).

Tanto a regido do hipocampo ventral quanto a do dorsal, estabelecem
diversas aferéncias e eferéncias, com distintas estruturas encefalicas, assim
como, cada qual apresenta receptores especificos em sua formagado, que
respondem ha diferentes neurotransmissores e que consequentemente
desempenham, fungbes determinadas (GRIGORYAN; SEGAL, 2016). De tal
forma que, pode-se compreender a formagao hipocampal como uma regido chave
na mediacao de respostas de estresse e ansiedade. Esta capacidade é possivel
devido a intricadas conexdes reciprocas estabelecidas com a amigdala e com o
cortex pré-frontal (ONO; KOIZUMI; ONOZUKA, 2015). Mais profundamente,
verifica-se que o0 hipocampo desempenha papel relevante na mediagdo da
ansiedade e do medo, havendo, inclusive, areas bem especificas e distintas

responsaveis por respostas relacionadas a eles (ENGIN et al., 2016).

1.3.3 Neurogénese no Hipocampo

Os estudos sobre as células e suas fungdes foram se desenvolvendo com
0 passar dos anos com a evolugdo tecnolégica. Durante muitos anos, foi
predominante e quase pétrea a ideia de que o sistema nervoso de individuos
adultos era imutavel, sem a possibilidade de que houvesse o nascimento de
novos neurdnios. No entanto, com o surgimento de novas técnicas de
microscopia, foi possivel verificar que ocorre neurogénese na fase adulta.

Portanto, depois de mais de um século de estudos e muita resisténcia quanto a
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existéncia do fendbmeno, hoje a neurogénese em encéfalos adultos € um fato

amplamente aceito pelos neurocientistas (DA SILVA, 2009).

O hipocampo € uma area do cérebro conhecida por apresentar plasticidade
e capacidade de neurogénese (SAMUELS; HEN, 2011). De forma que trata-se de
uma regidao onde é possivel verificar neurogénese, mesmo em estagios
avancados da vida do individuo. Tal capacidade € descrita como vital para
fungdes como humor e memoéria (SAMUELS; HEN, 2011; SNYDER et al., 2011).

Fatores neurais, endocrinos e ambientais podem interferir nos processos
de neurogénese, agindo no sentido de aumentar ou diminuir a produgéo de novos
neurénios em pessoas adultas (GOLD et al., 2009). Certas condigbes, por
exemplo, propiciam a produg¢do de novas células no hipocampo. Tanapat et al.,
1999 mostraram que ratas submetidas ao procedimento de ovariectomia, visando
eliminar a produgcdo de estrégenos, apresentam menor numero de células em

proliferacado marcadas com Bromodesoxiuridina (BRDU).

Ja a elevacédo nos niveis de glicocorticoides, hormbnios que tém seus
niveis alterados em virtude de experiéncias estressantes como a exposi¢ao ao
odor de um predador natural, pode diminuir a taxa de proliferacdo de células
granulares do giro denteado do hipocampo de ratos, possivelmente por meio de
um mecanismo que envolve a liberagdo e o acumulo de glutamato no hipocampo
(GOLD et al., 2009).

Dessa forma, a neurogénese no hipocampo, regulada por diferentes
variaveis ambientais, reforca a ideia de que a produc¢do de novos neurdnios nao
faz parte de vestigios dos estagios iniciais de desenvolvimento do sistema
nervoso, mas constituem um recurso neural notadamente flexivel e adaptativo
também na idade adulta (DA SILVA, 2009).

1.3.4 Lesoes Hipocampais: Etiologia e Repercussoes

Lesbes hipocampais associada a neurodegeneracdo podem advir de
multiplas causas, incluindo lesdo na cabecga, isquemia, convulsbes agudas e
estresse grave (HUH; WIDING; RAGHUPATHI, 2011) bem como pelo processo
fisiologico de envelhecimento (BOBINSKI, 1999; MUELLER; WEINER, 2009;
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SMALL et al., 2011). A atrofia hipocampal, por exemplo, tem sido relacionada a
ocorréncia de diversas doencas, sendo a mais expressiva a doenca de Alzheimer.
Mas também, pode aparecer, na esquizofrenia, na sindrome de estresse pos-
traumatico, na depressdo e no transtorno bipolar, dentre outras (CZEH et al.,
2015).

Embora a etiologia das lesdes na formagao hipocampal possam ser bem
diversa, o estresse cronico parece induzir mudancas em propriedades elétricas
neuronais no hipocampo, de forma a prejudicar a memoédria e também
influenciando em comportamento ansiogénico (ONO; KOIZUMI; ONOZUKA,
2015). Outra condigao que pode afetar a fungédo hipocampal é a hipdxia isquémica
encefalica (HUANG et al., 2015). As consequéncias da diminuigdo da oferta de
oxigénio e glicose, decorrentes deste processo desencadeiam estresse
metabdlico celular, processo inflamatorio local e pode levar até a degeneragao
celular (BARRETO et al., 2011).

A formacgé&o hipocampal e as células de Purkinje do cerebelo sdo exemplos
de células altamente sensivel a hipdxia (HUANG et al., 2015). O hipocampo pode
ser atingido por situagbes de hipdxia isquémica encefalica, tanto agudas quanto
cronicas (LEE et al., 2014; ZHANNG et al, 2016). E as sequelas de tais lesdes
podem provocar alteragdes de memoria e de comportamento (HUANG et al.,
2015; ZHANNG et al, 2016).

A exposicdo a estressores significantes induz remodelamento dendritico
em ceélulas piramidais hipocampais e diminuigdo da neurogénese no giro
denteado do hipocampo de animais de laboratério, incluindo primatas (GOULD et
al., 1999; TAPANAT et al., 2009). Estas alteragoes parecem ser mediadas pelo
aumento de corticosteroides que acompanha os eventos de estresse, ja que a
remogao das adrenais previne a inibicdo da neurogénese induzida pelo estresse
(JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003)

Em humanos, niveis elevados de cortisol durante a vida predizem atrofia
hipocampal e tém sido relacionados a diminuicdo hipocampal e aos déficits
cognitivos observados em pacientes deprimidos. Drogas antidepressivas
poderiam prevenir a atrofia hipocampal nesses individuos (GOULD et al., 1999;
JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar as alteragdes histolégicas hipocampais e cerebelares e possiveis
repercussdes comportamentais e bioquimicas provocadas pela Sonata de Mozart
em animais sem e com hipdxia isquémica encefalica induzida experimentalmente
por NaNO2.

2.2 ESPECIFICOS

* Avaliar o efeito da Sonata de Mozart no comportamento de locomogéao
espontanea, ansiedade e depressdo de animais sem e com hipodxia

isquémica encefalica induzida por NaNO2.

* Analisar variagbes biométricas relativas ao peso dos encéfalos dos animais

com e sem o protocolo de musicoterapia e a hipdxia isquémica encefalica.

* Observar os possiveis efeitos bioquimicos estressores promovidos pela
lesdo encefalica por meio da analise dos niveis de cortisol, glicose,
colesterol e lactato de ratos, apos terem recebido o NaNO2 e o protocolo

de musicoterapia.

* Analisar os aspectos histolégicos, por meio da contagem de células sadias
e de células com sinais de lesdo do hipocampo e do cerebelo nas

condi¢cdes experimentais previamente mencionadas.
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3 METODOLOGIA

O estudo experimental foi realizado no Laboratério de Patologia, da
Faculdade de Medicina, da Universidade de Brasilia (UnB). Todos os
procedimentos obedeceram aos critérios estabelecidos pelo Comité de Etica no
Uso Animal (CEUA), do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade de
Brasilia, de acordo com o protocolo UnBDoc n° 67736/2014 (ANEXO).

3.1 AMOSTRA

Ratas Wistar (n=36), Rattus novergicus, fémeas, foram fornecidas pelo
Laboratorio de Ciéncias Naturais do Centro Universitario de Brasilia (LABOCIEN —
UniCEUB). Os animais tinham um més no inicio do experimento, pesando em
entre 60-80 gramas, e foram submetidas ao processo experimental por trés
meses. Os animais foram alojados em grupos de no maximo 6 ratas por caixa
(gaiolas de polipropileno 41 x 34 x 16 cm), mantidas em ciclo claro-escuro de 12
horas, com ragdo adequada para esses tipos de roedores, marca Purina® e agua
de torneira ad libitum, exceto no periodo das sessbdes de teste, periodo entre
8:00-10:00 e 16:00-18:00 horas. E em condi¢cdes controladas de temperatura
(23°C) e umidade (55 %). A amostra foi dividida em seis grupos com seis animais
em cada. A distribuicdo dos animais encontram-se na Figura 06.

Grupo Numero de animais (n) Protocolo de experimento aplicado
ao grupo
Controle Anirrlaig contro!g, sem hipdxia
6 isquémica encefalica (HIE) e sem
(GC) musicoterapia (MT).
Hipdxia (GH) 6 Animais que sofreram HIE.
Musica Aguda .
(GMa) 6 Animais que receberam MT aguda.
Hipdxia + Musica 6 Animais que sofreram HIE e receberam
Aguda (GHMa) MT aguda.
Musica Crénica . .
(GMc) 6 Animais que receberam MT crénica.
Hipoxia + Musica 6 Animais que sofreram HIE e receberam
Cronica (GHMc) MT cronica.

Figura 06: Apresenta a distribuigio da amostra composta por 36 Ratas Wistar nos grupos do experimento. GC: grupo
controle; GH: grupo hipéxia; GMa: grupo protocolo de musica aguda; GHMa: grupo hipdxia + protocolo de musica
aguda; GMc: grupo protocolo de musica cronica; GHMc: grupo hipoxia + protocolo de musica crénica; HIE: hipoxia
isquémica encefélica; MT: protocolo de musicoterapia. (Fonte: a autora)
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3.2 PROTOCOLO DE MUSICOTERAPIA

Uma sala foi padronizada para tocar a Sonata de Mozart para dois Pianos
(K. 448), em intensidade uniformizada do som com decibelimetro em nivel sonoro
meédio de 65 db. O aparelho de som era mantido em uma posi¢ao, de tal forma
que todas as caixas ficavam a uma mesma distancia (aproximadamente 50 cm de
distancia, conforme demonstrado abaixo na Figura 07) a fim de garantir a mesma
intensidade de som para todos os sujeitos experimentais. A Sonata esta escrita
em trés movimentos: Allegro con spirito; Andante e Molto Allegro e apresentada

na tonalidade de Ré Maior.

O arquivo da Sonata de Mozart para dois pianos (K. 448) esteve no
formato MP3, e a duragdo do arquivo original que era de 22 minutos e 3
segundos, foi adaptado para ter duragdo de 2 horas, 0 que necessitou ser
repetido 5 vezes e meia, no mesmo arquivo. O arquivo foi salvo em um Pen Drive,

para ser adaptado em um aparelho emissor de som com entrada USB.

Para o protocolo de musicoterapia a Sonata era tocada por 4h alternadas,
2h no periodo da manhéa e 2h no periodo da tarde (intervalo de 12h), separada
nos trés movimentos que compdem a Sonata (TASSET et al., 2012). O
tratamento musical foi realizado nos animais com 1 més e repetidos ao
completarem 2, 3 e 4 meses, durante 4 dias consecutivos apés completarem cada
idade (tratamento agudo) ou diariamente durante 4 meses (tratamento crénico).
Os testes experimentais eram realizados quando os animais completavam cada

idade. Os animais controles do estudo nao receberam a musicoterapia.
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Figura 07: Disposi¢do do aparelho de som e caixas dos animais que receberiam a Sonata de Mozart em uma
intensidade de 65 db. (Fonte: a autora)

3.3 EXPOSICAO AO NITRITO DE SODIO

A indugdo da hipoxia foi realizada com a aplicagdo de NaNO2, com o
objetivo de reduzir a capacidade do oxigénio de ser carreado para o sangue, pela
mudanca normal da hemoglobina em MetHb. Ele foi administrado por via
intraperitonial, na dose de 60 mg/Kg, administrada aos 3 meses de idade, durante
15 dias consecutivos (BAKY et al., 2010; RIBEIRO et al., 2017). Animais na
mesma idade, que nao receberam a injegdo de NaNO2, serviram de controles
para as nossas investigacoes.
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3.4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

Durante os experimentos foram realizados testes comportamentais e
coletados dados biométricos, amostras bioquimicas e histologicas. Os testes
comportamentais foram realizados em dois momentos, em todos os grupos: o
primeiro quando os animais tinham trés meses de idade e repetidos apos um més
(segundo momento) quando os animais ja haviam sofrido a hipdéxia isquémica
encefalica e recebido musicoterapia, de acordo com o grupo ao qual pertencesse.
Ao final dos experimentos comportamentais, foram coletados os encéfalos e as

amostras sanguineas para avaliagdes bioquimicas e histolégicas.

3.5 ANALISES COMPORTAMENTAIS E COGNITIVAS

3.5.1 Atividade Locomotora Espontanea

Para este teste, foi utilizada uma arena em madeira (60x60x35 cm), onde o
chéo encontrava-se dividido em 9 quadrantes de 20x20 cm (Figura 08). Cada
animal era posicionado inicialmente no quadrante central da arena, sendo
considerada atividade locomotora quando ele colocava as quatro patas em um
novo quadrante. A atividade locomotora foi mensurada durante 5 minutos, de
acordo com o numero de quadrantes percorridos pelo animal (ENGIN, 2016;
BEZERRA, 2017).
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Figura 08 — Arena para teste do Campo Aberto 9 (Open Field) dividida em 9 quadrantes para avaliar a atividade
locomotora dos ratos. O animal era posicionado no centro da arena para posteriormente explora-la por 5 minutos
(Fonte: Bezerra, 2017).

3.5.2 Labirinto em Cruz Elevado (LCE)

Este € um teste validado para se investigar ansiedade, no que concerne o
comportamento ansiolitico ou ansiogénico (ENGIN, 2016; DONATTI et al., 2017).
O LCE (Figura 09) € um equipamento em madeira, na forma de cruz, elevado 50
cm do chao, com dois bragos fechados (50x10x40 cm) e dois abertos (50x10 cm),
opostos entre si (HANDLEY; MITHANI, 1984). Uma protecdo de acrilico
transparente de 1 cm de altura, circundava os bragos abertos para impedir a
queda dos animais do LCE. O animal foi colocado no centro do labirinto,
individualmente, com a face voltada para um dos bragos fechados sendo, em
seguida, avaliado o numero de entradas e o tempo de permanéncia nos bragos
abertos e fechados durante cinco minutos. Cada entrada foi computada quando o
animal deslocava com as quatro patas para a direcdo de um dos bracgos, o efeito
ansiogénico era caracterizado por uma frequéncia ou tempo de permanéncia
aumentada nos bracgos fechados, enquanto o efeito ansiolitico é caracterizado
pela frequéncia ou tempo de permanéncia maior nos bragos abertos (PELLOW et
al., 1985; SCHEIDT, 2015; BEZERRA, 2017). Apos a avaliagdo de cada animal na
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arena e no LCE os aparatos eram limpos com alcool 10%, com o objetivo de

minimizar o odor do rato previamente testado (RIBEIRO et al., 2017).

Figura 09 - Teste do Labirinto em Cruz Elevado utilizado para avaliar o comportamento de ansiedade/estresse dos
ratos. O primeiro passo era colocar o animal no centro do labirinto para poder escolher percorrer pelos bragos abertos
ou fechados durante um periodo de 5 minutos (Fonte: Bezerra, 2017).

3.5.3 Teste do Nado Forgado

Este teste busca por evidéncias de comportamento sugestivo de depresséo
(DEEP et al., 2016; DOOSTI; AHMADI; FASIHI-RAMANDI, 2017). O aumento do
tempo de imobilidade € um sinal tipico de comportamento depressivo (CHEN et
al., 2015; ONO; KOIZUMI; ONOZUKA, 2015). Os animais foram colocados em um
cilindro Plexiglass, com 50 cm de agua (Figura 10) a temperatura de
aproximadamente 22+ 1°C, onde seus comportamentos foram observados
durante cinco minutos (O'CONNOR et al., 2009). Eles podiam exibir dois tipos de
comportamentos em um tempo de cinco minutos: fuga, normalmente verificada
nos dois primeiros minutos, tempo necessario para habituacdo ao teste;
imobilidade, nos trés ultimos minutos restantes, quando o animal permanecia
flutuando, com somente os movimentos minimos necessarios para manter a
cabecga fora da agua. Um declinio no tempo de imobilidade é uma demonstragéo
das propriedades antidepressivas (DOOSTI; AHMADI; FASIHI-RAMANDI, 2017).
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ApOs este periodo os animais foram retirados da agua, secos com uma toalha e
devolvidos para suas gaiolas (ONO; KOIZUMI; ONOZUKA, 2015; RIBEIRO et al.,
2017).

Figura 10 -Teste do Nado forgado, onde os animais permaneciam dentro do tanque por um tempo total de 5 minutos,
onde os 2 primeiros minutos eram para habituagéo (Fonte: Bezerra, 2017).

Todos os experimentos foram conduzidos entre 8:00 e 12:00 horas, com o
objetivo de evitar as variagbes circadianas que poderiam interferir com os
resultados experimentais. Os testes foram considerados cegos, pois foram
realizados por avaliador previamente treinado, que desconhecia a que grupo

pertencia o animal.

3.6 COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Ao final das analises comportamentais, os animais foram anestesiados
com ketamina (80 mg/kg) + xilazina (10 mg/kg) por via intraperitoneal (FIGURA
11), e tiveram as amostras sanguineas coletadas por pungdo cardiaca e, em
seguida, eles foram decapitados em guilhotina. Em seguida, foi realizada a
craniotomia para a remog¢ao do encéfalo. Com a ajuda de uma pinga, 0S 0Ss0s
parietais foram afastados a partir da sutura sagital e o encéfalo foi entdo removido
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utilizando-se uma espatula curva. Este procedimento ndo ultrapassou 3 minutos

para que o mesmo nao sofresse hipdxia/isquemia indesejada.

Figura 11: Imagem de rata Wistar anestesiado apds 2° ciclo de testes comportamentais. (Fonte: a autora)

As principais etapas do experimento de cada grupo sdo apresentadas nas
Figuras 12 a 17, mostrando, de maneira esquematica, os procedimentos
comportamentais, a coleta de amostras biolégicas sanguineas até a coleta do

encéfalo dos animais.
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Figura 12 — Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo controle (GC), desde o momento pré
hipoxia até a preparagédo das laminas histolégicas. (Fonte: a autora)
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Figura 13 — Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo que sofreu hipdxia isquémica
encefalica induzida experimentalmente pelo NaNO2 (60 mg/Kg) (GH), desde o momento pré hipéxia até a preparagéo das
l&minas histoldgicas. (Fonte: a autora)
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Figura 14 - Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo que recebeu o protocolo de Musica
Aguda (GMa), desde o momento pré hipoxia até a preparagéo das laminas histolégicas. (Fonte: a autora)
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Figura 15 - Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo que sofreu a hipéxia isquémica
encefalica induzida experimentalmente pelo NaNO2 (60 mg/Kg) e também recebeu o protocolo de Misica Aguda (GHMa),
desde o momento pré hipdxia até a preparagéo das laminas histologicas. (Fonte: a autora)
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Figura 16 — Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo que recebeu o protocolo de Musica
Cronica (GMc), desde o momento pré hipéxia até a preparagdo das laminas histolégicas. (Fonte: a autora)
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Figura 17 — Fluxograma que sintetiza as principais etapas do experimento do grupo que sofreu hipdxia isquémica
encefalica induzida experimentalmente por NaNO2 (60 mg/Kg) e recebeu o protocolo de Musica Crdnica (GHMc), desde o
momento pré hipoxia até a preparacéo das laminas histologicas. (Fonte: a autora)
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3.7 AVALIACOES SANGUINEAS

As amostras sanguineas foram coletadas por pungao cardiaca e o sangue
alocado em tubos de exames especificos para o teste fim, previamente
identificados e encaminhados para laboratério especializado. Posteriormente, o
conteudo sanguineo foi centrifugado, e especificamente o plasma sanguineo foi
processado e analisado com técnicas e kits especificos para as dosagens de
cortisol, glicose, colesterol e lactato. Procurou-se realizar esta coleta logo no inicio
da manha, por volta de 7:00, a fim de evitar interferéncias do ciclo circadiano.

3.8 PREPARAGAO TECIDUAL

Foi realizada a decapitagédo do animal e a craniotomia (Figura 18) para a
retirada do encéfalo. Apds a remogao dos encéfalos, os mesmos foram lavados
em solugao fisiologica a 0,9%, levemente enxutos e entdo pesados em balanca
de precisao MARTE AY220 (Figura 19). Em seguida, eles foram imersos em
solugao de formalina 10% (Figura 20) e apds fixagao por um periodo de 40h o
material foi clivado, sendo realizados cortes coronais no encéfalo com retirada de
fragmentos correspondentes a regido do cortex cerebelar e do hipocampo.

Figura 18: Imagem da craniotomia, para exposi¢éo e posterior remogao do encéfalo de uma rata Wistar com 4 meses
de idade, pos decapitagdo. (Fonte: a autora)
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Figura 19: Imagem da pesagem do encéfalo, em balanga de precis&o, do encéfalo de uma rata wistar, com 4 meses de
idade. (Fonte: a autora)

Figura 20: Imagem da colocagdo do encéfalo, depois da pesagem, em solugdo de formalina 10%. (Fonte: a autora)

Os tecidos foram entdo processados, onde foi feita a desidratagdo e
liofilizagdo dos mesmos, sendo posteriormente embebidos e emblocados em

parafina (URAN et al., 2012). Os blocos de parafina foram cortados com 2-5 um
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de espessura e corados com hematoxilina e eosina (HE). No cortex cerebelar
foram avaliados o quantitativo de células de Purkinje sadias e lesionadas, por se
tratarem de células altamente sensiveis as lesdes por hipoxia induzida por
drogas. Ja no hipocampo analisou-se também, de maneira quantitativa,
especificamente as regides dos Cornos de Amon (CA1 — CA4). Para isso,
procurou-se embasamentos em trabalhos prévios (CACERES et al., 2010;
PAWLUSKI et al., 2010; URAN et al., 2012).

As laminas foram escaneadas no aparelho Aperio Digital Pathology Slide
Scanners: Leica Biosystems, pertencente ao Laboratorio de Patologia, da
Faculdade de Medicina, da UnB. Posteriormente, elas foram analisadas por meio
do Software ImageScope (Figura 21), no qual as imagens foram ampliadas e
medidas.

IS e,
R

o |
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Figura 21 - Imagem de uma lamina com cortes histologicos do hipocampo e do cerebelo de uma rata wistar,
pertencente ao grupo controle (GC), com 4 meses de idade. A mesma foi escaneada Aperio Digital Pathology Slide
Scanners: Leica Biosystems. E digitalizada no Software ImageScope. (Fonte: a autora)
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3.9 METODOLOGIA PARA A CONTAGEM DOS NEURONIOS

Foi adotada a metodologia de contagem de neurdnios desenvolvida por
Ribeiro et al., 2017, que sera exposta e explicada no texto a seguir. As imagens
do Cerebelo receberam o aumento inicial de 1,5 vezes para selegao de 3 regides
aleatdrias de, aproximadamente, 1.000 um, nas quais 0s neurdnios seriam
contados. Posteriormente, aplicou-se o aumento de 3,0 vezes na imagem para a
marcagao das areas. Para proceder a contagem, optou-se pelo aumento de 9,0
vezes (Figura 22).

Figura 22 — Imagem histolégica com a metodologia empregada para a selegéo das areas do cerebelo. O aumento de
1,5 x (vezes) aplicada para a marcagao inicial para a area e o posterior aumento de 9,0 x (vezes) para a contagem dos
neurdnios. As areas de cerebelo 1 (CER 1), cerebelo 2 (CER 2) e cerebelo 3 (CER 3) foram medidas em 1000 um.
(Fonte: Ribeiro et al., 2017)

Para analise do hipocampo, procedeu-se inicialmente aumento de 3,6
vezes na imagem, para visualizagao e selegao das areas CA1, CA2, CA3, CA4 e
Giro Denteado. Em cada area foi feita a marcagdo em aproximadamente 400 um,
nas quais os neurdnios seriam contados (URAN et al., 2012). Para a contagem,
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optou-se pelo aumento de 16,6 vezes que possibilitava melhor visualizagao
(Figura 23).

Figura 23 - Imagens histolégicas com a metodologia empregada para a selecdo das areas do hipocampo. O aumento
de 3,6 x (vezes) foi aplicado para a marcag&o inicial para a area e o posterior aumento de 16,6 x (vezes) para a
contagem dos neurdnios. As areas de Corno de Amon 1 (CA1); Corno e Amon 2 (CA2); Corno de Amon 3 (CA3) e
Corno de Amon 4 (CA4) formam medidas em aproximadamente 400 um. (Fonte: Ribeiro et al., 2017)

Depois de marcada, as imagens foram entdo selecionadas e transportadas
para o programa Paint do Pacote Microsoft, versao Windows Vista 2008, para que
pudessem ser marcados de cores diferentes os neurbnios saudaveis e o0s
neurénios que apresentavam sinais de lesdo. Apds este procedimento, as células
pintadas com cores diferentes foram contadas por 2 examinadores que nao
conheciam o significado de cada cor. Adotou-se o0 mesmo procedimento descrito
acima, na contagem das células de Purkinje do cerebelo (Figura 24). A média da
contagem dos dois examinadores compds os dados que serdo apresentados nos
resultados. Procedimento semelhante foi adotado para a analise das imagens do
hipocampo, tendo sido verificadas as areas CA1 (Figura 25), CA2, CA3, CA4 e
GD de animais de todos os grupos que passaram pelo experimento.
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Figura 24 — Imagens histoldgicas de um corte do cerebelo de ratas Wistar que sofreram hipoxia isquémica induzida por
NaNO2 (60 mg/Kg). A imagem A apresenta o corte com a marcagéo de 1008 um. A figura B apresenta as marcagdes
que foram feitas no programa Windows Paint, em cores distintas para neurdnios considerados viaveis (em verde) e
neurdnios com lesdo (em azul). (Fonte: Ribeiro et al., 2017)

Figura 25 — Imagens histoldgicas de um corte do hipocampo, regido CA1 de ratas Wistar que do grupo controle. A
imagem A apresenta o corte com a marcacdo de 400,9 um. A figura B apresenta as marcagdes que foram feitas no
programa Windows Paint, em cores distintas para neurdnios considerados viaveis (em azul) e neurénios com les&o (em
vermelho). (Fonte: a autora)
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3.10 MORFOMETRIA HISTOLOGICA

A Figura 26 apresenta imagem que ilustra os critérios adotados para
determinar dano ou morte celular que sao descritos abaixo (CACERES et al.,
2010; PAWLUSKI et al., 2010; RIBEIRO et al, 2017; URAN et al., 2012):

1 - Tumefagao celular: aumento do volume celular, com alteragdo da
proporgao citoplasma/nucleo (quando comparado as células adjacentes); e
vacuolizagdo citoplasmatica que aumenta de volume, frequéncia e intensidade de
acordo com o estagio da lesé&o.

2 — Células com Necrose: nao apresentavam nucleo ou nas quais nao se
distinguia a morfologia celular normal.

3 - Células apoptoéicas: se apresentavam com manchas escuras e

envoltoério escurecido.
R A Sy S R A N AP A VR

= ctwia sem Lesko lTUMEFA(;Ao

- APOPTOSE NECROSE

Figura 26 - Corte histologico do hipocampo, regido CA4, de rata Wistar com 4 meses de idade expostos a intoxicagao
por NaNO2 (60 mg/Kg). Pode ser verificada na seta azul uma célula sem les&o, na seta verde presenga de tumefagéo,
na seta vermelha a presenca de apoptose e na seta amarela células com caracteristica de necrose. (Fonte: Ribeiro et
al.,, 2017)

Para a analise dos resultados, identificou-se a quantidade de neurbnios
sadios e a quantidade de neurbnios que apresentavam os sinais de lesao
apresentados acima, nao tendo sido diferenciado o tipo de lesdo, apenas foram

contados os neurdénios lesionados.
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3.11 ANALISE ESTATISTICA

O trabalho consiste na aplicagao de testes estatisticos paramétricos e nao
paramétricos, a fim de verificar possiveis diferencas estatisticas. Primeiramente,
foi empregado o teste de Kolmogorov Smirnov (p-valor>0,05), para averiguar a
normalidade dos dados. Todas as analises foram realizadas com o nivel de
confianga de 95% e erro de significancia de 5%, logo valores abaixo desse erro
s&o estatisticamente significativos. Os dados foram digitados no programa Excel
2010 e analisados no SPSS (Statistical Package of Social Sciences) versao 22.0.

O objetivo deste trabalho e a analise exploratéria dos dados, bem como o
uso de técnicas de inferéncia, foram estabelecidos a fim de comprovar possiveis
diferencgas estatisticas entre os grupos. Com o intuito de averiguar a normalidade
dos dados, o teste de Kolmogorov-Smirnov foi aplicado. Esse teste demonstrou
que as variaveis apresentaram distribuicdo de probabilidade normal. Sendo
assim, foi utilizada Analise de Variancia (ANOVA), seguida do post hoc de ajuste
para comparagdes multiplas de Bonferroni, com nivel de significancia de p<0,05.
Para a construgao desses testes o nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05) indicava diferenca estatistica significativa. Os dados
foram digitados no programa Excel 2010 e analisados no SPSS (Statistical
Package of Social Sciences) versao 22.0.

O teste de comparagao de médias pareadas foi utilizado, com o objetivo de
observar diferencas estatisticas entre os pares das variaveis comportamento do
terceiro més, em relagdo ao quarto més. Para os dados normais foi utilizado o T-
Student pareado, caso contrario o teste utilizado foi o Wilcoxon. As diferengas
estatisticamente significativas correspondem aos valores de p menores que 0,05,
conforme tabelas abaixo.

Os cruzamentos com duas variaveis foram realizados com o teste
paramétrico T-Student e o ndo paramétrico Mann Whitney, conforme normalidade
entre os dados. Ja para os cruzamentos com trés variaveis a técnica utilizado foi a
Andlise de Variancia comumente conhecida como ANOVA, bem como seu teste
nao paramétrico similar: Kruskall Wallis.

Neste tépico sera analisado a diferengca estatistica entre lesionados e
sadios em cada um dos grupos estudados. Para esse objetivo, o teste n&o
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pareado paramétrico e ndo-parameétrico, conforme normalidade dos dados, foram
aplicados.

O teste de kolmogorov Smirnov apresentado abaixo indica as variaveis nao
normais, por conseguinte essas serdo analisadas por testes ndo paramétricos.
Neste teste os dados n&o normais apresentam p-valor >0,05. Novamente, a
ANOVA foi utilizada nas analises com trés variaveis, caso haja normalidade entre
os dados, caso contrario o Kruskall Wallis foi realizado.

Quando foi necessaria a analise de comparagdo entre dois grupos
independentes foi realizada pelo teste t-student para os dados normais e para
aqueles que n&do seguem normalidade o teste ndo-paramétrico de Mann Whitney,
conforme tabelas apresentadas abaixo.
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4 RESULTADOS

Dados biométricos relativos ao peso do encéfalo foram coletados e
analisados em todos os grupos. Foi evidenciado que houve diferenca
estatisticamente significativa (p-valor = 0,00%) entre os grupos, onde a média em
gramas no grupo controle e naqueles que receberam musica foi maior do que a
meédia dos animais que apenas sofreram hipdxia. Todos os dados séao
apresentados na Tabela 01.

Tabela 01 — Dados referentes ao Peso do Encéfalo dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc e GHMc. Os encéfalos
foram coletados e pesados em 36 ratas Wistar no momento pré experimento (animais com 4 meses).

Variavel Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
(gramas)

GC 2,10 0,05

GH 1,68 0,01

. GMa 1,73 0,26

PESO DO ENCEFALO 0,00*

GHMa 1,81 0,02

GMc 1,81 0,03

GHMc 1,82 0,05

GC= grupo controle, GH= grupo hipoxia; GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipéxia + musica aguda; GMc=
grupo mdusica crdnica; GHMc= grupo hipoxia + musica cronica. Nivel de confianca adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Ainda em relagdo ao peso do encéfalo, foi feita a analise intergrupos
controle e experimento GC x GH; GMa x GHMa; GMc x GHMc. E também entre
0s grupos com e sem hipdoxia GC x GMa x GMc e GH x GHMa x GHMc. Os
cruzamentos com duas variaveis foram realizados com o teste paramétrico T-
Student e o ndo paramétrico Mann Whitney, conforme normalidade entre os
dados. Ja para os cruzamentos com trés variaveis a técnica utilizado foi a Analise
de Variancia conhecida como ANOVA, bem como seu teste ndo paramétrico
similar: Kruskall Wallis. Os cruzamentos estatisticamente significativos foram
apresentados com valores de p (p< 0,05) cujos valores sado representados por

asteriscos sobescritos.
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Tabela 02 — Dados referentes ao Peso do Encéfalo intergrupos controle e experimento GC x GH, GMa x GHMa, GMc x
GHMc. E também entre os grupos sem e com hipéxia GC x GMa x GMc e GH x GHMa x GHMc. Os encéfalos foram
coletados e pesados em 36 (n= 6 por grupo) ratas Wistar no momento pré experimento (animais com 4 meses).

Variavel Grupo Media Erro-Padrao P-Valor
(gramas)
GC 2,10 0,02 .
GH 1,68 0,01 0,00
PESO DO ENCEFALO — GMa 1,73 0,05 0.02*
Intergrupos controle e experimento GHMa 1,81 0,03 ’
GMc 1,81 0,03 0 04
GHMc 1,82 0,05 ’
GC 2,10 0,02
GMa 1,73 0,01 0,00*
PESO DO ENCEFALO — GMc 1,81 0,03
Intergrupos sem e com hipoxia GH 1,68 0,03
GHMa 1,81 0,01 0,03*
GHMc 1,82 0,03

GC= grupo controle, GH= grupo hipoxia; GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipéxia + musica aguda; GMc=
grupo mdusica crdnica; GHMc= grupo hipoxia + musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Por meio das analises dos dados comportamentais disponibilizados na
Tabela 03 é possivel perceber diferenga estatistica intragrupo apenas nas
variaveis Locomogao Espontanea, grupo GMa e GHMa; Frequéncia de entradas
nos bragos Fechados no grupo GHMa e na Imobilidade, nos grupos GH, GHMa e
GHMc. Conforme o teste de Kolmogorov e Smirnov as variaveis GC Frequéncia
no Fechado, GH Frequéncia no Aberto e no Fechado, GH Imobilidade e GMa
Tempo no Aberto obtiveram valores abaixo de 0,05, o que indica n&do normalidade

dos dados.

O teste de comparacdo de médias pareados foi utilizada, com o fito de
observar diferencas estatisticas entre os pares das variaveis comportamento do
terceiro més, em relagdo ao quarto més. Para os dados normais foi utilizado o T-
Student pareado, caso contrario o teste utilizado foi o Wilcoxon. As diferengas
estatisticamente significativas correspondem aos valores de p menores que 0,05.

Na variavel Frequéncia Fechado o grupo musica aguda (GMa) apresentou
diferenca estatisticamente significativa (p-valor=0,03) para os meses analisados, o0
que demonstra que para essa variavel o efeito do grupo musica aguda muda,
conforme o més (terceiro e quarto més).

Ja na variavel Imobilidade trés valores estatisticamente significativos foram
encontrados: GH, GHMa e GHMc. Na variavel Locomogao Espontanea os valores

que apresentaram diferencas entre as médias foram: GMa e GHMa. Na variavel
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Tempo no Aberto, foi observado valor significativo em GH, GMa, GHMa, GMc

(Tabela 03).

Tabela 03 - Dados referentes aos testes no Campo Aberto (Locomogéo), no Labirinto em Cruz Elevado (Frequéncia
aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e no Nado forcado (Imobilidade) dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc,
GHMec. Os testes foram realizados com 36 (n=6 por grupo) ratas Wistar no momento pré-hip6xia/musica (animais com 3
meses) e no momento pds-hipdxia/musica (animais com 4 meses).

3 Meses 4 Meses
Variaveis de Comportamento Grupo (Média / Erro- (Média / Erro- P-Valor
Padréo) Padréo)
GC 59,83 (+3,72) 43,67 (£7,48) 0,11
GH 66,83 (+1,48) 71,83 (15,72) 0,46
Locomocao Espontanea GMa 38,50 (£2,3) 83,33 (+4,42) 0,00*
(numero de quadrantes) GHMa 48,50 (+2,92) 27,17 (£5,54) 0,00*
GMc 69,50 (+3,30) 76,17 (£9,45) 0,13
GHMc 73,83 (¥2,17) 51,67 (£9,00) 0,36
GC 29,77 (+4,57) 28,29 (+4,20) 0,81
GH 28,04 (x2,21) 31,33 (+4,04) 0,00*
Frequéncia aberto GMa 34,07 (x4,27) 38,02 (+4,74) 0,72
(numero de entradas) GHMa 27,91(x4,81) 29,65 (+3,54) 0,45
GMc 31,37 (£5,36) 33,28 (5,25) 0,08
GHMc 28,65 (i 57) 16,14 (#4,40) 0,19
GC 6,42 (0 13) 16,27 (+4,28) 0,98
GH 17,99 (+0,85) 5,62 (£1,03) 0,05*
Tempo Aberto GMa 23,50 (£7,51) 34,77 (£6,03) 0,03*
(tempo em segundos) GHMa 27,38 (15,42) 33,59 (£7,75) 0,05*
GMc 20,07 (8,71) 30,71 (+6,68) 0,05*
GHMc 26,94 (£ 7,07) 14,82 (£2,07) 0,36
GC 8,33 (+0, 82) 5,17 (x0,86) 0,05*
GH 10,50 (+1,35) 9,00 (+0,88) 0,01*
Frequéncia Fechado GMa 3,67 (0, 93) 7,83 (x0,66) 0,03*
(nimero de entradas) GHMa 8,67 (£1,16) 5,33 (¢1,32) 0,03*
GMc 6,67 (£0,33) 9,50 (+0,60) 0,17
GHMc 9,00 (+0,80) 7,50 (+0,76) 0,19
GC 76,83 (£3,09) 61,83 (+ 12,65) 0,36
GH 95,83 (+9,08) 126, 50 (£10,21) 0,05*
Imobilidade GMa 48,67 (1+6,23) 88,17 (+14,83) 0,19
(tempo em segundos) GHMa 88,00 (+12,30) 83,00 (+7,28) 0,01*
GMc 64,50 (£ 17,50) | 93,00 (+14,40) 0,07
GHMc 71,33 (x16,36) 42,33 (£2,65) 0,00*

GC= grupo controle, GH= grupo hipoxia; GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipdxia + musica aguda; GMc=
grupo musica crdnica; GHMc= grupo hipéxia + musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de

significancia de 5% (p<0,05).

Para os dados comportamentais e bioquimicos, procedeu-se também a

analise pareada dos grupos. Tendo sido realizadas duas categorias de

comparacgdes diferentes. Na primeira, verificou-se a diferenga nos testes entre os
grupos GC x GH; GMa x GHMa e GMc x GHMc (Tabelas 04, 05 e 06). De acordo

com a analise dos dados apresentados abaixo as seguintes variaveis ndo seguem

distribuicdo de probabilidade normal: Colesterol GHMc, Imobilismo GH e Lactato

GC (p-valor>0,05).
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Na Tabela 04 é possivel observar que houve diferenca estatistica entre os
grupos controle e hipdxia nas variaveis Frequéncia no Aberto, Tempo no Aberto e
Frequéncia no Fechado, ndo havendo diferenga na Locomogédo Espontanea. De
forma que o GH apresenta caracteristica de comportamento similar a ansiedade,
devido ao pequeno tempo de permanéncia nos bragos abertos, associado a
elevado numero de entradas. E possivel também observar elevado tempo de
imobilismo para o grupo que sofreu hipdxia, indicando que estes animais
apresentavam comportamento sugestivo de depressdo. Quanto as variaveis
bioquimicas ha diferengca estatistica no cortisol e no colesterol, com grupo
controle com niveis mais baixos.

Tabela 04 — Dados referentes aos testes comportamentais: Campo Aberto (Locomogéo), Labirinto em Cruz Elevado
(Frequéncia aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e Nado for¢ado (Imobilidade) e aos testes bioquimicos:

cortisol, glicose, colesterol e lactato dos grupos GC e GH. Os testes foram realizados com 12 (n=6 por grupo) ratas
Wistar no momento pds-hipdxia (animais com 4 meses). E o p-valor intergrupo.

Variaveis de Comportamento Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
Locomogao Espontanea GC 43,67 7,48 0.70
(nimero de quadrantes) GH 71,83 572 ’

Frequéncia aberto GC 28,29 4,20 0.01*
(numero de entradas) GH 31,33 4,04 ’
Tempo Aberto GC 16,27 4,28 0.00*
(tempo em segundos) GH 5,62 1,03 ’
Frequéncia Fechado GC 5,17 0,86 0.00*
(numero de entradas) GH 9,00 0,88 ’
Imobilidade GC 61,83 12,65 0.00*
(tempo em segundos) GH 126, 50 10,21 ’
. GC 2,80 0,33 *
Cortisol (ug/dL) GH 588 0.56 0,01
. GC 206,40 7,76
Glicose (mg/dL) GH 133.60 451 0,30
GC 51,20 6,13 *
Colesterol (mg/dL) GH 65.60 0.95 0,05
GC 5,88 0,78
Lactato (mg/dL) GH 438 0.32 0,10

GC= grupo controle, GH= grupo hipdxia. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de significancia de 5% (p<0,05).

Na Tabela 05 verifica-se os dados comparativos entre os grupos que
receberam o protocolo de musica aguda, com e sem hipoxia. Havendo diferenca
estatistica apenas na variavel Frequéncia no Fechado, indicando que os dois
grupos apresentaram resultados bastantes similares. De forma que, a lesao por
hipdxia pode ter sido compensada pela aplicagdo do protocolo de musica aguda
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Tabela 05 — Dados referentes aos testes comportamentais: Campo Aberto (Locomogao), Labirinto em Cruz Elevado
(Frequéncia aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e Nado for¢ado (Imobilidade) e aos testes bioquimicos:
cortisol, glicose, colesterol e lactato dos grupos GMa e GHMa. Os testes foram realizados com 12 (n=6 por grupo) ratas

Wistar no momento pds-hipdxia (animais com 4 meses). E o p-valor intergrupo

Variaveis de Comportamento Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
Locomogao Espontanea GMa 83,33 4,42 0.60
(nimero de quadrantes) GHMa 27,17 5,54 ’

Frequéncia aberto GMa 38,02 4,74 0.37
(nimero de entradas) GHMa 29,65 3,58 ’
Tempo Aberto GMa 34,77 6,03 065
(tempo em segundos) GHMa 33,59 7,75 ’
Frequéncia Fechado GMa 7,83 0,66 0 04*
(numero de entradas) GHMa 5,33 1,32 ’
Imobilidade GMa 88,17 14,83 017
(tempo em segundos) GHMa 83,00 7,28 ’
. GMa 3,26 0,83
Cortisol (ug/dL) GHMa 405 0.89 0,82
; GMa 149,00 12,36
Glicose (mg/dL) GHMa 162.80 724 0,31
GMa 62,00 1,12
Colesterol (mg/dL) GHMa 51.20 375 0,18
GMa 7,06 1,08
Lactato (mg/dL) GHMa 474 0.75 0,46

GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipdxia + musica aguda. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de

significancia de 5% (p<0,05).

Ja na Tabela 06 verifica-se os dados comparativos entre os grupos que

receberam o protocolo de musica crénica, com e sem hipoxia. E houve diferenca

estatistica nas variaveis Imobilidade e Cortisol. No teste de Nado Forgado, o

grupo que sofreu a hipdxia e ouviu o protocolo de musica crénica apresentou os

indices mais baixos de imobilismo, reforcando a ideia de efeito antidepressivo da

musica. Ja quando verifica-se os valores de cortisol, este mesmo grupo, GHMc,

apresentou valores altos. Permitindo inferir que a soma da lesédo encefalica com a

musica crbnica teve um efeito estressor sobre estes animais.
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Tabela 06 — Dados referentes aos testes comportamentais: Campo Aberto (Locomogéo), Labirinto em Cruz Elevado
(Frequéncia aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e Nado for¢ado (Imobilidade) e aos testes bioquimicos:
cortisol, glicose, colesterol e lactato dos grupos GMc e GHMc. Os testes foram realizados com 12 (n=6 por grupo) ratas
Wistar no momento pds-hipdxia (animais com 4 meses). E o p-valor intergrupo

Variaveis de Comportamento Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
Locomogao Espontanea GMc 76,17 9,45 072
(nimero de quadrantes) GHMc 51,67 9,00 ’

Frequéncia aberto GMc 33,28 5,25 0.94
(numero de entradas) GHMc 16,14 4,40 ’
Tempo Aberto GMc 30,71 6,68 0.94
(tempo em segundos) GHMc 14,82 2,07 ’
Frequéncia Fechado GMc 9,50 0,60 0.29
(numero de entradas) GHMc 7,50 0,76 ’
Imobilidade GMc 93,00 14,40 0.00*
(tempo em segundos) GHMc 42,33 2,65 ’
. GMc 3,85 1,42 *
Cortisol (ug/dL) GHMc 585 072 0,03
. GMc 159,80 11,40
Glicose (mg/dL) GHMc 162.80 14.41 0,36
GMc 58,00 1,42
Colesterol (mg/dL) GHMc 54.40 6.25 0,15
GMc 7,04 0,63
Lactato (mg/dL) GHMc 462 068 0,76

GMc= grupo musica cronica; GHMc= grupo hipoxia + musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Os cruzamentos com dois grupos foram realizados com o teste paramétrico
T-Student e 0 ndo paramétrico Mann Whitney, conforme normalidade entre os
dados. Ja para os cruzamentos com trés grupos a técnica utilizado foi a Analise
de Variancia conhecida como ANOVA, bem como seu teste ndo paramétrico
similar: Kruskall Wallis. Os cruzamentos estatisticamente significativos foram
apresentados com valores de p cujos valores sdo representados por asteriscos
sobescritos.

De forma que comparou-se também os resultados entre os grupos GC x
GMa x GMc e GH x GHMa x GHMc (Tabelas 07 e 08). No intuito de analisar o
impacto da hipoxia e da musica, de maneira mas detalhada, sobre o desempenho
dos grupos. Na tabela 07 é possivel verificar que houve diferenga estatistica nas
varaveis, Locomocido Espontanea, Tempo no Aberto, Frequéncia no Fechado e
Glicose. O grupo GMa apresentou os melhores resultados na Locomogao
Espontédnea e no Tempo no Aberto, que associado aos demais achados no LCE

torna possivel caracterizar efeito ansiolitico da musica aguda.
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Tabela 07 — Dados referentes aos testes comportamentais: Campo Aberto (Locomog&o), Labirinto em Cruz Elevado
(Frequéncia aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e Nado for¢ado (Imobilidade) e aos testes bioquimicos:
cortisol, glicose, colesterol e lactato dos grupos GC, GMa e GHMa. Os testes foram realizados com 18 (n=6 por grupo)
ratas Wistar no momento p6s-hipoxia (animais com 4 meses). E o p-valor intergrupo

Variaveis de Comportamento Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
Locomogao Espontanea GC 43,67 7,48 .
(numero de quadrantes) GMa 83,33 4,42 0,00

GMc 76,17 9,45
Frequéncia aberto GC 28,29 4,20
(numero de entradas) GMa 38,02 4,74 0.25
GMc 33,28 5,25
GC 16,27 4,28
(tem-l;)%mepnﬁ ?:;Jtr?dos) GMa 34,77 6,03 0,03
GMc 30,71 6,68
Frequéncia Fechado GC 517 0,86 .
(numero de entradas) GMa 7,83 0,66 0,00
GMc 9,50 0,60
Imobilidade GC 61,83 12,65
(tempo em segundos) GMa 88,17 14,83 0,19
GMc 93,00 14,40
GC 2,80 0,33
Cortisol (ug/dL) GMa 3,26 0,83 0,12
GMc 3,85 1,42
GC 206,40 7,75
Glicose (mg/dL) GMa 149,00 12,36 0,00*
GMc 159,80 11,40
GC 51,20 6,13
Colesterol (mg/dL) GMa 62,00 1,12 0,08
GMc 58,00 1,42
GC 5,88 0,78
Lactato (mg/dL) GMa 7,06 1,08 0,13
GMc 7,04 0,63

GC= grupo controle; GMa= grupo musica aguda; GMc= grupo musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e
erro de significancia de 5% (p<0,05).

Ja na Tabela 08 encontram-se os dados relativos aos grupos hipoxia e
musica aguda e crbnica pos-lesdo. Pode-se observar que o GH obteve os
resultados menos favoraveis, em quase todas as variaveis, exceto nos niveis de
Glicose e Lactato. Evidenciando que em todas as variaveis com diferenca
significante, o pior desempenho foi observados no grupo que sofreu hipdxia,
exceto na Locomocéao Espontanea.

Quando analisados os resultados do desempenho do GH no LCE é
possivel verificar que ha caracteristica de ansiedade no comportamento destes
animais, assim como, devido ao elevado tempo de imobilidade, verifica-se
comportamento sugestivo de depressao. O grupo de musica aguda, GHMa, tem

caracteristica de efeito ansiolitico da musica, mais claro e mais impactante que o
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grupo de musica crénica, porém, vale ressaltar, que o GHMc apresentou melhor
desempenho, ou seja, menor ansiedade, que o GH.

Ja quando verifica-se os dados relativos a depressao, o GHMc foi o que
apresentou efeito mais pronunciado, com os niveis mais baixos de imobilidade.
Destacou-se também os valores menores de cortisol e colesterol no grupo de
musica aguda, pos-hipoxia, o que pode indicar que este grupo estava sob menor
efeito do estresse.

Tabela 08 — Dados referentes aos testes comportamentais: Campo Aberto (Locomogéo), Labirinto em Cruz Elevado
(Frequéncia aberto, Tempo Aberto e Frequéncia Fechado) e Nado for¢ado (Imobilidade) e aos testes bioquimicos:
cortisol, glicose, colesterol e lactato dos grupos GC, GHMa e GHMa. Os testes foram realizados com 18 (n=6 por grupo)

ratas Wistar no momento p6s-hipoxia (animais com 4 meses). E o p-valor intergrupo
Variaveis de Comportamento Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
Locomogao Espontanea GH 71,83 5,72
(numero de quadrantes) GHMa 2717 5,54 0,00
GHMc 51,67 9,00
Frequéncia aberto GH 31,33 4,04
(numero de entradas) GHMa 29,65 3,54 0,01
GHMc 16,14 4,40
GH 5,62 1,03
(tem-l;)i)mepn: ?:;L:;O o) GHMa 33,59 7.75 0,00
GHMc 14,82 2,07
Frequéncia Fechado GH 9,00 088
(numero de entradas) GHMa 533 1,32 0,02*
GHMc 7,50 0,76
Imobilidade GH 126, 50 10,21
(tempo em segundos) GHMa 83,00 7,28 0,00*
GHMc 42,33 2,65
GH 5,88 0,56
Cortisol (ug/dL) GHMa 4,05 0,89 0,03*
GHMc 5,85 0,72
GH 133,60 14,57
Glicose (mg/dL) GHMa 162,80 7,24 0,05
GHMc 162,80 14,41
GH 65,60 0,95
Colesterol (mg/dL) GHMa 51,20 3,75 0,04*
GHMc 54,40 6,25
GH 4,38 0,32
Lactato (mg/dL) GHMa 4,74 0,75 0,88
GHMc 4,62 0,68

GH= grupo hipdxia; GHMa= grupo hipdxia + musica aguda; GHMc= grupo hip6xia + masica cronica. Nivel de confianga
adotado foi 95% e erro de significancia de 5% (p<0,05).

Quando se procedeu a analise dos neurdnios do cerebelo dos animais, foi
possivel verificar que havia diferencas estatisticas entre os neurdnios lesionados
e sadios em todos os grupos, exceto no GHMa tendo o valor de p=0,00. Neste
topico sera analisado a diferenga estatistica entre lesionados e sadios em cada
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um dos grupos estudados. Para esse objetivo, o teste ndo pareado paramétrico e
nao-paramétrico, conforme normalidade dos dados, foram aplicados.

Os dados completos, em relacdo ao numero de neurbnios sadios e o
numero de neurdnios lesionados do cerebelo sdo apresentados na Tabela 09. Na
qual é possivel verificar que os grupos controle e musica aguda e crbnica
apresentam maior numero de neurénios sadios que lesionados. Ja os grupos que
sofreram a hipdxia induzida experimentalmente por NaNO2 apresentam numero
maior de neurénios lesionados que sadios. Tal fato indica que houve hipdxia nos
animais que foram intoxicados com NaNO2, comprometendo as células de

Purkinje.

Tabela 09 — Numero de Neurdnios (Células de Purkinje) do cerebelo de 36 ratas Wistar no momento pos-
hipéxia/musica (animais com 4 meses), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc.

Numero de Neurdnios Grupo Média Erro-Padrao P-Valor
GC 23,20 1,48 0,00*
GH 3,11 1,15 0,00*
Sadio GMa 19,06 1,60 0,81
GHMa 6,50 0,70 0,00*
GMc 17,17 1,03 0,00*
GHMc 3,83 0,75 0,00*
GC 2,93 0,63 0,00*
GH 19,06 1,15 0,00*
Lesionado GMa 6,67 1,10 0,81
GHMa 12,56 0,84 0,00*
GMc 5,06 1,16 0,00*
GHMc 19,00 1,18 0,00

GC= grupo controle, GH= grupo hipoxia; GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipdxia + musica aguda; GMc=
grupo mdusica crdnica; GHMc= grupo hipoxia + musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Ja em relagdo ao hipocampo, € possivel observar nas Figuras 27 a 32 os
dados relativos a contagem de neurdnios sadios e lesionados nas quatro areas do
Corno de Amon e no GD. O teste de kolmogorov Smirnov foi aplicado a fim de
verificar as variaveis ndo normais, por conseguinte essas serdo analisadas por
testes ndo paramétricos. Nas Figuras 27 a 32 os valores sobescritos com
asteriscos correspondem aos pares que apresentaram diferencas
estatisticamente significativas.
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A figura 27 apresenta os resultados do GC que apresentou diferenca
expressiva entre o numero de neurbnios sadios e lesionados nas quatro areas

(CA1-CA4) e no GD, sempre prevalecendo os neurbénios saudaveis.
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Figura 27 - Box-Plot da contagem do niimero de neurdnios das quatro regiées do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GC, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurénios com lesdo nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenca estatisticamente significante entre o nimero de neurdnios sadios e lesionados
(p=< 0,05) (Fonte: a autora).

Na figura 28, aparece a analise da contagem de neurénios do GH, na qual
€ possivel verificar diferenga significativa, prevalecendo os neurdnios lesionados
nas areas CA2, CA3 e CA4 e GD. Em contrate com a area CA1, na qual

predominam neurdnios saudaveis.
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Figura 28 - Box-Plot da contagem do nimero de neurbnios das quatro regides do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GH, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurbnios com les&o nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenca estatisticamente significante entre o nimero de neurdnios sadios € lesionados
(p=< 0,05) (Fonte: a autora).

Na figura 29, observa-se a contagem de neurbnios do GMa, na qual é
possivel verificar diferenca significativa, prevalecendo os neurénios sadios em

todas as areas.
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Figura 29 - Box-Plot da contagem do niimero de neurdnios das quatro regiées do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GMa, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurénios com lesdo nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenga estatisticamente significante entre o numero de neurdnios sadios e lesionados
(p=< 0,05) (Fonte: a autora).

Na figura 30, aparecem os dados de contagem de neurbnios do GHMa.
Neste grupo observou-se que nas areas CA1, CA4 e GD predominaram os
neurénios saudaveis, com diferenca estatisticamente significante para o numero
de neurdnios lesionados. Na area CA3 predominaram os neurdnios saudaveis,
sem diferenga estatistica. Ja nas areas CAZ2 predominaram o0s neurdnios
lesionados.
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Figura 30 - Box-Plot da contagem do niimero de neurdnios das quatro regiées do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GHMa, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neur6nios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurénios com lesdo nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenga estatisticamente significante entre o nimero de neurdnios sadios e lesionados
(p=< 0,05) (Fonte: a autora).

Na figura 31, observa-se a contagem de neurbnios do GMc, na qual é
possivel verificar diferenga significativa, prevalecendo os neurdnios sadios em
todas as areas. Podendo ser verificada a mesa caracteristica no GHMc (Figura
32).
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Figura 31 - Box-Plot da contagem do nimero de neurbnios das quatro regides do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GMc, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neur6nios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurbnios com les&o nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenca estatisticamente significante entre o nimero de neurdnios sadios e lesionados
(p=< 0,05) (Fonte: a autora).
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Figura 32 - Box-Plot da contagem do nimero de neurbnios das quatro regides do Hipocampo (CA1-CA4) de 6 ratas
Wistar do GHMc, os animais encontravam-se com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios
sadios nas areas CA1, CA2, CA3 e CA4. Em cinza encontram-se as médias de neurbnios com les&o nas areas CA1,
CA2, CA3 e CA4. O * indica a diferenca estatisticamente significante entre o nimero de neurdnios sadios e lesionados
(p= 0,05) (Fonte: a autora).
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A Figura 33 traz o Box-Plot da area CA1, com a contagem de neurdnios
sadios e lesionados dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc. Sendo
possivel observar que nesta area, em todos os grupos, prevalece o numero de

neurdnios sadios maior do que lesionados.
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Figura 33 — Box-Plot da contagem do numero de neurdnios da regido CA1 do Hipocampo, em separado, por area, de
36 ratas Wistar (n= 6 animais por grupo), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc, os animais encontravam-se
com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios sadios na area CA1. Em cinza encontram-se as
médias de neurdnios com leso na area CA1 (Fonte: a autora).

A Figura 34 apresenta o Box-Plot da area CA2, com a contagem de
neurénios sadios e lesionados dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc.
Sendo possivel verificar que apenas nos grupos GH e GHMa prevalecem o

numero maior de neurdnios lesionados em relagao aos sadios.
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Figura 34 — Box-Plot da contagem do numero de neurdnios da regido CA2 do Hipocampo, em separado, por area, de
36 ratas Wistar (n= 6 animais por grupo), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc, os animais encontravam-se
com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios sadios na area CA2. Em cinza encontram-se as

médias de neurdnios com les@o na area CA2 (Fonte: a autora).

A Figura 35 apresenta o Box-Plot da area CA3, com a contagem de

neurdnios sadios e lesionados dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc.

Sendo possivel observar que s6 houve predominio de neurbnios lesionados no

grupo GH, para esta area.
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Figura 35 — Box-Plot da contagem do nimero de neurdnios da regido CA3 do Hipocampo, em separado, por area, de
36 ratas Wistar (n= 6 animais por grupo), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc, os animais encontravam-se
com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios sadios na area CA3. Em cinza encontram-se as

médias de neurdnios com les&o na area CA3 (Fonte: a autora).
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A Figura 36 tem-se o Box-Plot da area CA4, com a contagem de neurdnios
sadios e lesionados dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc. Sendo
possivel observar que s6 houve predominio de neurbnios lesionados no grupo

GH, nesta regiao.
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Figura 36 — Box-Plot da contagem do numero de neurdnios da regido CA4 do Hipocampo, em separado, por area, de
36 ratas Wistar (n= 6 animais por grupo), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc, os animais encontravam-se
com 4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios sadios na area CA4. Em cinza encontram-se as
médias de neurdnios com les@o na area CA4 (Fonte: a autora).

A Figura 37 apresenta o Box-Plot do giro denteado, com a contagem de
neurénios sadios e lesionados dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc.
Sendo possivel observar que sé houve predominio de neurdnios lesionados no

grupo GH, para esta area.
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Figura 37 - Box-Plot da contagem do numero de neurdnios da regido GD do Hipocampo, em separado, por area, de 36
ratas Wistar (n= 6 animais por grupo), dos grupos GC, GH, GMa, GHMa, GMc, GHMc, os animais encontravam-se com
4 meses de idade. Em branco é apresentada a média de neurdnios sadios na area GD. Em cinza encontram-se as
médias de neurdnios com les&o na area GD (Fonte: a autora).

Também foi realizada a analise da comparacao dos dados do hipocampo
intergrupo. Tendo sido realizadas duas categorias de comparagdes diferentes. Na
primeira, verificou-se a diferenga nos testes entre os grupos GC x GH; GMa x
GHMa e GMc x GHMc (Tabelas 10, 11 e 12, respectivamente). E também,
comparou-se os resultados entre os grupos GC x GMa x GMc e GH x GHMa x
GHMc (Tabelas 13 e 14). No intuito de analisar o impacto da hipéxia e da musica,
de maneira mais detalhada, sobre o desempenho dos grupos. De acordo com os
dados apresentados existe diferenga significante intergrupo nas cinco areas do
hipocampo entre o numero de neurbnios sadios e o numero de lesionados
(p<0,05). Neste tépico a analise de comparagao entre dois grupos independentes
foi realizada pelo teste t-Student para os dados normais e para aqueles que nao
seguem normalidade o teste ndo-paramétrico de Mann Whitney, conforme tabelas
apresentadas abaixo.

Na Tabela 10 verifica-se a contagem de neurdnios sadios e lesionados
destacando-se a comparagdo entre os grupos controle e hipdxia. E possivel

verificar que com excegao da area CA1, na qual predominam neurénios sadios
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em ambos 0s grupos, as demais areas apresentam-se com muitos neurdnios

lesionados no grupo que sofreu a lesdo encefalica, com destaque para as areas

CA2 e CAS3 na qual ha diferenga estatistica entre os grupos.

Tabela 10 — Dados referentes o NUimero de Neurdnios de cinco areas do Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) de 12
ratas Wistar no momento p6s — hipdxia do grupos GH, os animais estavam com 4 meses. E o p-valor intergrupo.

Grupo GC GH
. Média Erro-Padrao Média Erro-
Area Padrio P-Valor
CA1 Sadio 67,83 1,64 4917 3,27 0,00*
Lesionado 2,50 3,85 17,50 1,89 0,00*
CA2 Sadio 68,17 0,50 6,00 0,85 0,03*
Lesionado 4,50 3,26 62,83 4,97 0,00*
CA3 Sadio 61,67 9,36 1,83 3,98 0,00*
Lesionado 3,00 2,15 55,83 2,11 0,00*
CA4 Sadio 80,67 0,92 4,50 1,25 0,07
Lesionado 7,50 5,565 75,50 3,77 0,21
GD Sadio 129,17 7,03 42,50 8,42 0,81
Lesionado 18,67 2,16 91,17 5,13 0,13

GC= grupo controle, GH= grupo hipdxia. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de significancia de 5% (p<0,05).

Na Tabela 11 verifica-se a diferengca de contagem de neurdnios entre os

grupos que receberam o protocolo de musica aguda, com e sem lesdo. De formas

que, destaca-se no GHMa as areas CA1 e GD que apresentam, numero maior de

neurénios sadios em comparagdo com o grupo GMa. E possivel verificar também

que, com a excegao da area CA2, em todas as demais areas, o grupo GHMa

apresenta numero maior de neurdnios sadios que lesionados. Podendo indicar um

potencial reparador da musica aguda sobre estes neurdnios, pds lesao encefalica.
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Tabela 11 - Dados referentes o Numero de Neurdnios de cinco areas do Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) de 12
ratas Wistar no momento pés — hipdxia / musica dos grupos GMa e GHMa, os animais estavam com 4 meses. E o p-
valor intergrupo.

Grupo GMa GHMa

. Média Erro- Média Erro- P-Valor

Area Padrao Padrao

CA1 Sadio 75,50 8,23 100,83 8,17 0,70
Lesionado 5,00 1,42 8,17 1,43 0,87

CA2 Sadio 55,00 6,13 51,67 7,25 0,94
Lesionado 8,50 1,54 63,50 15,09 0,08

CA3 Sadio 56,67 6,45 4517 1,53 0,05
Lesionado 26,00 2,00 37,50 4,57 0,08

CA4 Sadio 65,67 4,36 47,83 4,05 0,00*
Lesionado 29,50 7,05 17,33 2,23 0,00*

GD Sadio 101,67 1,35 154,67 8,14 0,02
Lesionado 42,83 2,42 10,67 0,76 0,02

GMa= grupo musica aguda; GHMa= grupo hipdxia + musica aguda. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Na Tabela 12 & apresentado o resultado da contagem de neurdnios nos
grupos que ouviram musica crbénica, com e sem lesao encefalica. Sendo possivel
observar que o GHMc apresenta maior numero de neurdnios sadios, que o GMc
nas regides CA1, CA3 e GD. Sendo possivel também verificar que em todas as
areas, ha mais neurfnios saudaveis que lesionados, neste grupo. Havendo
indicagdo que a musica cronica também pode agir no sentido de reverter os

efeitos da hipoxia.
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Tabela 12— Dados referentes o Nimero de Neurdnios de cinco areas do Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) de 12
ratas Wistar no momento p6s — hipdxia / musica dos grupos GMc e GHMc, os animais estavam com 4 meses. E o p-
valor intergrupo.

Grupo GMc GHMc

. Média Erro- Média Erro- P-Valor

Area Padrao Padrio

CA1 Sadio 69,67 3,25 70,17 2,68 0,93
Lesionado 7,17 1,42 11,83 1,16 0,37

CA2 Sadio 52,67 3,33 40,67 3,48 0,90
Lesionado 5,00 1,17 13,33 3,16 0,08

CA3 Sadio 66,83 4,33 69,67 4,44 0,74
Lesionado 6,67 2,59 11,83 2,01 0,32

CA4 Sadio 71,33 1,91 48,67 7,36 0,05
Lesionado 5,33 2,04 18,67 4,16 0,14

GD Sadio 93,67 4,53 117,33 2,69 0,19
Lesionado 14,33 1,64 29,83 6,40 0,02*

GMc= grupo musica cronica; GHMc= grupo hipoxia + musica cronica. Nivel de confianga adotado foi 95% e erro de
significancia de 5% (p<0,05).

Quando estabeleceu-se a comparagao entre os grupos controle e os que
receberam musica, fica evidente que o primeiro apresentou melhores numeros de
neurénios saudaveis nas areas CA2, CA4 e GD, de forma que, € possivel gerar a
hipétese de que, para animais saudaveis, a musica nao teve o efeito neurogénico
pensado. Na area CA1, os grupos que receberam musica apresentaram melhor

contagem e na area CA3 o destaque deu-se no grupo musica crénica.

Tabela 13 — Dados referentes o Numero de Neurdnios de cinco areas do Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) de 18
ratas Wistar no momento p6s — hipdxia / musica dos grupos GC, GMa e GMc, os animais estavam com 4 meses. E o p-
valor intergrupo.

Grupos GC GMa GMc
. Média Erro- Média Erro- | Média | Erro- P-
Areas Padrzo Padrao Padrdo | Valor
CA1 Sadio 67,83 1,64 75,50 8,23 69,67 3,25 0,50
Lesionado 2,50 3,85 5,00 1,42 7,17 1,42 0,06
CA2 Sadio 68,17 0,50 55,00 6,13 52,67 3,33 0,08
Lesionado 4,50 3,26 8,50 1,54 5,00 1,17 0,04*
CA3 Sadio 61,67 9,36 56,67 6,45 66,83 4,33 0,27
Lesionado 3,00 2,15 26,00 2,00 6,67 2,59 0,00*
CA4 Sadio 80,67 0,92 65,67 4,36 71,33 1,91 0,02*
Lesionado 7,50 5,55 29,50 7,05 5,33 2,04 0,01*
GD Sadio 129,17 7,03 101,67 1,35 93,67 4,53 0,00*
Lesionado 18,67 2,16 42,83 2,42 14,33 1,64 0,00*

GC= grupo controle; GMa= grupo musica aguda; GMc= grupo musica crénica. Nivel de confianca adotado foi 95% e
erro de significancia de 5% (p=0,05).



123

E os dados de comparagao entre os grupos que sofreram a intoxicagéo por
NaNO2 sao apresentados na Tabela 14. Na qual verifica-se que o grupo que
recebeu musica aguda apresentou contagem de neurdnios sadios mais
importante e significante que o grupo que apenas sofreu a hipoxia e musica
cronica. Especialmente nas areas, CA1, CA3, CA4 e GD, o grupo GHMa
apresentou numero maior de neurdnios sadios que lesionados. De forma que,
sugere-se que a musica aguda pode agir de maneira positiva sobre os aspectos
de recuperacgdo das regides do hipocampo apoés lesdo encefalica. Ja o grupo
GHMc apresentou sempre maior numero de neurbnios lesionados, incluindo a
area CA1.

Tabela 14 - Dados referentes o Numero de Neurdnios de cinco areas do Hipocampo (CA1, CA2, CA3, CA4 e GD) de 18
ratas Wistar no momento p6s — hipdxia / musica dos grupos GH, GHMa e GHMc, os animais estavam com 4 meses. E o
p-valor intergrupo.

Grupo GH GHMa GHMc

. Média Erro- Média Erro- Média Erro- P-Valor

Area Padrzo Padrzo Padrdo

CA1 Sadio 49,17 3,27 100,83 8,17 11,83 2,68 0,00*
Lesionado 17,50 1,89 8,17 1,43 70,17 1,16 0,00*

CA2 Sadio 6,00 0,85 51,67 7,25 13,33 3,48 0,00*
Lesionado 62,83 4,97 63,50 15,09 40,67 3,16 0,00*

CA3 Sadio 1,83 3,98 4517 1,53 11,83 4.44 0,00*
Lesionado 55,83 2,11 37,50 4,57 69,67 2,01 0,00*

CA4 Sadio 4,50 1,25 47,83 4,05 18,67 7,36 0,00*
Lesionado 75,50 3,77 17,33 2,23 48,67 4,16 0,00*

GD Sadio 42,50 8,42 154,67 8,14 29,83 2,60 0,00*
Lesionado 91,17 5,13 10,67 0,76 117,33 6,40 0,00*

GH= grupo hipéxia; GHMa= grupo hipéxia + musica aguda; GHMc= grupo hipéxia + musica cronica. Nivel de confianga
adotado foi 95% e erro de significancia de 5% (p<0,05).

As Figuras 38, 39, 40, 41 e 42, por sua vez, sdo apresentam as imagens
histologicas comparativas entre as caracteristicas das areas CA1, CA2, CA3, CA4
e GD respectivamente, do hipocampo de um animal do GC (A), de um animal do
GH (B), de uma animal do grupo musica aguda (C), de um animal do grupo
hipéxia + musica aguda (GHMa), de um animal do grupo musica crénica (GMc) e
de um animal do grupo hipdxia + musica crénica (GHMc). Sendo possivel verificar
as areas de preservacao e de lesdo que apareceram em cada grupo. E a figura

43 apresenta as imagens de um corte de cerebelo, de cada grupo.
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Figura 38 — Imagens histologicas da area CA1 do hipocampo. No campo A encontra-se a area CA1 de um animal do
GC, na B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 16,6 x. A medida
realizada em aproximadamente 400 um. Observa-se que as l&minas do GH apresentam mais células lesionadas que
sadias. Nos demais grupos € possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel
detectar algumas células com ndcleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular
em todos 0s grupos, com maior ocorréncia nos grupos que sofreram hipdxia (Fonte: a autora).
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Figura 39 — Imagens histologicas da area CA2 do hipocampo. No campo A encontra-se a area CA2 de um animal do
GC, na B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 16,6 x. A medida
realizada em aproximadamente 400 um. Observa-se que as l&minas do GH apresentam mais células lesionadas que
sadias. Nos demais grupos € possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel
detectar algumas células com nicleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular
em todos 0s grupos, com maior ocorréncia nos grupos que sofreram hipdxia (Fonte: a autora).
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Figura 40 — Imagens histologicas da area CA3 do hipocampo. No campo A encontra-se a area CA3 de um animal do
GC, na B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 16,6 x. A medida
realizada em aproximadamente 400 um. Observa-se que as l&minas do GH apresentam mais células lesionadas que
sadias. Nos demais grupos € possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel
detectar algumas células com ndcleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular
em todos 0s grupos, com maior ocorréncia nos grupos que sofreram hipdxia (Fonte: a autora).
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Figura 41 — Imagens histologicas da area CA4 do hipocampo. No campo A encontra-se a area CA4 de um animal do
GC, na B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 16,6 x. A medida
realizada em aproximadamente 400 pm. Observa-se que as l&minas do GH apresentam mais células lesionadas que
sadias. Nos demais grupos & possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel
detectar algumas células com nicleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular
em todos 0s grupos, com maior ocorréncia nos grupos que sofreram hipdxia (Fonte: a autora).
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Figura 42 — Imagens histologicas da area GD do hipocampo. No campo A encontra-se a area GD de um animal do GC,
na B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 16,6 x. A medida realizada
em aproximadamente 400 um. Observa-se que as laminas do GH apresentam mais células lesionadas que sadias. Nos
demais grupos € possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel detectar
algumas células com nucleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular em todos
0S grupos, com maior ocorréncia nos grupos que sofreram hipdxia (Fonte: a autora).
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Figura 43 - Imagens histolégicas do o Cerebelo. No campo A encontra-se a drea do cerebelo de um animal do GC, na
B do GH, na C do GMa, na D do GHMa, no E do GMc e no F do GHMc. O aumento de 9 x. A medida realizada em
aproximadamente 1000 um. Observa-se que as laminas do GH apresentam mais células lesionadas que sadias. Nos
demais grupos € possivel observar que ha mais células sadias que células lesionadas, porém é possivel detectar
algumas células com ndcleo hipercromatico retraido com citoplasma eosinofilico evoluindo para morte celular
especialmente no grupo F (Fonte: a autora)
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5 DISCUSSAO

Apos a analise dos dados do experimento, foi possivel verificar que houve
diferenga nos dados biométricos, nas variaveis relativas aos comportamentos
sugestivos de ansiedade e de depressdo e também nas imagens histologicas do
cerebelo e do hipocampo entre os grupos.

De maneira genérica, constatou-se que os grupos que sofreram hipoxia
tiveram desempenho comportamental pior em relacdo a ansiedade e a depressao
e também imagens histolégicas com maior numero de neurénios com sinais de
lesGes quando comparados aos grupos controles, ou seja, que ndo sofreram
hipéxia. Porém, os animais que sofreram hipdxia e receberam os protocolos de
musica seja aguda, seja crOnica apresentaram melhores resultados, tanto
comportamentais quanto histolégicos e bioquimicos, desta maneira, pode-se
entender que a musicoterapia deve ter agido de forma a melhorar os achados
encontrado nestes grupos.

A hipoxia isquémica encefalica € capaz de promover uma série de
alteragdes estruturais e bioquimicas sobre os neurdnios, prejudicando o seu
funcionamento habitual. Como consequéncia do evento isquémico ocorrem
reacdoes em duas fases. Na primeira fase, a morte celular acontece por necrose
logo apos o estimulo lesivo. Podendo, acontecer, morte imediata tanto de
neurénios quanto de células da glia, decorrentes de estimulos severos. Ja na
segunda fase, a morte celular ocorre por apoptose, ao longo de horas ou dias
depois do evento causador da hipOxia e tanto a sobrecarga de calcio quanto a de
neurotransmissores excitotoxicos podem desencadear a apoptose. A morte
neuronal tardia e a morte neuronal mais imediata parecem estar no mesmo
continuo de eventos celulares (KHAN, 2015; ROSENBLUM, 1997). No presente
estudo, verificou-se, por meio da analise das laminas histologicas que houve tanto
lesdo neuronal por necrose, quanto por apoptose. Portanto, a dose de Nitrito
aplicada no protocolo de pesquisa foi adequada e efetiva para promover os danos
necessarios para o desenvolvimento do estudo, corroborando com os achados de
Ribeiro et al. (2017).



131

Além dos efeitos da necrose e da apoptose é possivel que haja a influencia
das EROS, no desenvolvimento das lesdes verificadas no hipocampo e no coértex
cerebelar das ratas estudadas. Embora na atual pesquisa este evento nao tenha
sido investigado, Huang et al. (2015) realizaram um experimento provocando a
hipdxia isquémica em camara de CO2, e propuseram verificar a agao protetora da
melatonina. Os autores concluiram que, a hipdxia induziu o aumento de EROS no
tecido encefalico, especialmente no hipocampo, e que a melatonina foi efetiva em

diminuir tais danos.

O estudo dos efeitos da hipdxia experimental no encéfalo e a aplicagao de
diferentes formas de tratamento, medicamentosos ou néo, ja foi realizado por
diferentes autores ao longo do tempo, representando um importante ramo da
ciéncia que busca explorar, especialmente, novos conhecimentos e diferentes
formas de tratamento a serem empregadas nas lesdes isquémicas. Isto porque,
este tipo de estudo permite explorar areas e técnicas que nao seriam possiveis
em humanos, e ainda permitem estabelecer inferéncias e relacbes com possiveis
alteragbes semelhantes que ocorram em pessoas (HUANG et al., 2015; KHAN,
2015; Ll et al., 2013; ZHOU et al., 2013).

Neste contexto, o potencial da aplicacdo da musicoterapia nas lesdes por
hipdxia, € imenso. Uma vez que, a musica pode agir de diferentes formas nos
processos fisiologicos, mentais, emocionais e fisicos. De forma que a terapia com
musica, como meétodo terapéutico, tem atingido diferentes vias de interpretacao
cortical, sendo possivel ser associada ao tratamento medicamento tradicional,
como adjuvante em diferentes doencas e alteragcdes, especialmente as
comportamentais (ANTORVEZA, 2017).

Diante do potencial da musica enquanto terapia e da extensdo dos dados
encontrados no presente estudo, decidiu-se por dividir a discussao em tépicos,
que serao apresentados na sequéncia, a saber, analise e interpretagdo dos dados
biométricos, analise e interpretacdo das variaveis comportamentais, analise e
discussao dos achados bioquimicos e por fim, analise e interpretacdo dos

achados histologicos.
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5.1 DADOS BIOMETRICOS

Quando analisados o peso dos encéfalos dos animais que participaram do
estudo foi possivel notar diferenga estatistica entre os grupos, o grupo que
apenas teve hipoxia foi aquele que apresentou piores valores, quando
comparados ao grupo controle e aos grupos que receberam musica. Sendo
possivel relacionar este achado com o fato de que quando ocorre o processo de
morte e degeneragdo neuronal é comum que o0 numero de neurbnios seja
reduzido e que, consequentemente, o encéfalo passe por transformagdes
morfométricas (MEHRABI et al., 2016).

Quando, especificamente, comparado o peso do encéfalo entre grupos
controle e hipoxia verificou-se que houve diferenga estisticamente significativa
entre o peso encontrado. O GH apresentou os menores valores, possibilitando a
inferéncia de que a hipodxia sofrida pelos animais pode ter sido suficiente para
promover perda neuronal importante. Estes achados corroboram com estudo que
observou que, apds a hipoxia isquémica provocada por clampeamento da artéria
carétida direita, o cérebro dos animais apresentaram diminuigdo de proporgao e
de peso, assim como a densidade neuronal na regido do talamo e do hemisfério
cerebral direito (XU et al., 2016).

Quando comparado o peso do encéfalo entre o grupo controle e os grupos
que receberam musica (GMa e GMc). O grupo controle apresentou valores mais
elevados, indo contra a hipotese inicial, de que os grupos que receberiam musica
apresentariam valores mais elevado. A musica possui potencial neurogénico
(FUKUI; TOYOSHIMA, 2008), no entanto, embora no presente estudo, tenha sido
identificadas alteragbées histologicas, o peso do encéfalo dos animais que

receberam musica ndo foi alterado de maneira significativa.

Os grupos que sofreram hipdxia e receberam musica (GHMa e GHMc)
apresentaram peso do encéfalo maior, com diferenga estatistica para os grupos
que apenas receberam musica. Podendo indicar, que embora tendo havido a
lesdo, comprovada pelas imagens histoldgicas, € possivel supor que tenha havido
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um estimulo importante para a neogénese neuronal. O estresse e a hipoxia, por si
s6, podem ser fatores que podem induzir a plasticidade neural (THORNTON et
al., 2017). De forma que, é possivel inferir que a combinagdo da musica com o
estimulo desencadeado pela hipoxia tenha sido importante para este resultado.

Quando considera-se as alteragdes morfométricas verificadas e inicia-se a
investigacédo dos resultados relativos ao comportamento similar a ansiedade e a
depressido dos animais do presente estudo, pode-se iniciar a associagcdo destes
eventos. Para Broshek; de Marco; Freeman (2015) existe relagao positiva entre
volume hipocampal e alteragdes comportamentais relacionadas a ansiedade. Tais
autores sugeriram que qualquer alteragdo no volume, na estrutura ou na fungéo
do hipocampo podem agir como gatilho para o desenvolvimento de
comportamentos ansiogénicos. De forma que, tais afirmagdes vdo de encontro
com a pesquisa atual que também verificou a lesdo das estruturas do hipocampo
e a ocorréncia de alteragcbes comportamentais, com caracteristica de
comportamentos sugestivos de depressdo e ansiogénicos nos animais que

sofreram intoxicagdo por NaNO2.

5.2 VARIAVEIS COMPORTAMENTAIS

Por meio da analise das variaveis comportamentais estudadas, foi possivel
verificar que a lesdo encefdlica provocada pela hipoxia, desencadeou
comportamento ansiogénico nos animais. A fim de estabelecer uma relagéo entre
os achados verificados na presente pesquisa e seres humanos, alteragdes
mentais e comportamentais podem surgir como consequéncia de diversos tipos
de doencgas encefalicas, tais como o acidente vascular encefalico, a doenga de
Parkinson e a epilepsia (RAGLIO et al., 2015). De forma que, é possivel que a
alteracdo comportamental observada sobretudo no GH, péde ter sido provocada
pela hipdxia isquémica encefalica induzida experimentalmente por meio da

aplicacao de NaNO2.

Diversas analises puderam ser realizadas a partir dos dados coletados, a
fim de facilitar e otimizar o entendimento dos resultados, dividiu-se a analise em

algumas vertentes. Foram analisados o comportamento sugestivo de ansiedade e
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similar a depressao. A principio, a discuss&o ocorrera entre os dados intragrupo e
posteriormente estabelecerar-se-a as relagdes intergrupos. Tendo sido enfatizada
as relagdes entre grupos diretos, ou seja GC com GH, GMa com GHMa e GMc
com GHMc.

Inicialmente, em relagcdo ao comportamento sugestivo de ansiedade.
Verificou-se o a tendéncia ao comportamento similar a ansiedade, por meio do
LEC. A analise do efeito ansiolitico ou ansiogénico tem como principio o estudo
da propor¢ao entre as entradas nos bragcos abertos e nos bragcos fechados do
aparelho, assim como no tempo de permanéncia do animal nos bragos abertos. O
comportamento de animais que encontram-se extremamente agitados, com muita
variagao entre as entradas e saidas dos bracos abertos e fechados, associado
com tempo de permanéncia reduzido nos bragos abertos, indicam comportamento
sugestivo de ansiedade. (CACERES, 2010; MOGHADAS, 2016; RIBEIRO et al.,
2017; SCHEIDT, 2015). A titulo de comparagao, em humanos, a ansiedade é
representa o estado emocional perturbador que pode ser deflagrado por
diferentes estimulos, tais como, a possibilidade de que algo nao identificado
ocorra ou ameagas obscuras, que muitas vezes sé existem no imaginario do
individuo que a apresenta (BROSHEK, DE MARCO; FREEMAN, 2015; ENGIN et
al., 2016).

Quando procedeu-se a analise dos dados intragrupos, ou seja quando
comparados os dados comportamentais que foram coletados aos 3 e aos 4
meses, pré e pos intervengdes com o NaNO2 ou com a musica. Foi possivel
observar que o0s animais que apenas sofreram hipdxia, apresentaram
comportamento ansiogénico, demonstrado pelo aumento, estatisticamente
significante, de entradas nos bragos abertos e fechados do LCE, juntamente com
a diminuicdo do tempo de permanéncia nos bragos abertos. De forma que, a atual
pesquisa corrobora com as afirmagdes de Chen et al. (2015) ao relatarem que,
em seu estudo, a exposicdo de animais a agentes nocivos pode ser uma causa
ambiental para o desenvolvimento de padrées de comportamento de ansiedade e
de depressao.

Reforcando este padrdo de comportamento, o mesmo GH, quando
procedeu-se a analise intergrupos, apresentou comportamento similar a

ansiedade e sugestivo de depressdo quando comparado ao GC. Estes dados
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corroboram com os achados de Ribeiro et al., 2017, ao verificarem que os animais
com lesdo encefalica apresentaram comportamento ansiogénico, uma vez que
houve redugdo no tempo de permanéncia nos bragos abertos, quando
comparados a animais sadios. E também estdo de acordo com Deep et al. (2016)
que afirmam que a hipdxia pode exercer influéncia importante no estado de humor
e precipitar manifestagbes de ansiedade e de comportamento sugestivo de

depressao.

Os animais que ouviram musica tanto no protocolo de musica aguda
quanto no de crénica, apresentaram comportamento sugestivo de efeito
ansiolitico promovido pela musica, visto que, apresentaram aumento significativo
no tempo de permanéncia nos bragos abertos do LCE, sem alterar
significativamente a frequéncia de entrada nos bragos abertos e fechados, na
analise intragrupo. A terapia musical € uma intervengdo nao farmacoldgica que
tem se revelado util nos disturbios psicolégicos e comportamentais em humanos,
tais como, em situag¢des de agitacdo, de agresséo, de ansiedade ou de depressao
(GUETIN, et al., 2013). E tais caracteristicas puderam ser verificadas nos animais

saudaveis que ouviram a Sonata de Mozart.

Alguns achados na literatura cientifica suportam o resultado encontrado, no
estudo de Trappe (2012) pacientes que ouviram musica classica durante trés dias
de internagao relataram niveis significativamente mais baixos de ansiedade do
que aqueles que nao tiveram essa experiéncia musical. Bringman et al. (2009)
realizaram um estudo randomizado acerca de métodos utilizados para diminuir a
ansiedade de pacientes no periodo que antecede sua submissdo a um
procedimento cirurgico. 177 pacientes receberam musicoterapia e 150 receberam
midazolam. Foi aplicado um teste de ansiedade antes da cirurgia. Encontrou-se
gque a musica reduziu a ansiedade em uma extensdo bem maior do que a

ingestdo de midazolam.

Assim como, Kulkarni et al. (2012) aplicaram um protocolo de
musicoterapia em individuos enquanto realizavam radioterapia e foi avaliada a
necessidade de drogas para a ansiedade, drogas para analgesia entre individuos
que receberam e que nao receberam o protocolo musical. A necessidade de
sedacao foi significantemente menor no grupo de pessoas que ouviram musica

durante a radioterapia. Efeito semelhante foi encontrado no estudo de Beaulieu-
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Boire et al. (2013) no qual houve menor necessidade de sedagao na populagao

que recebeu tratamento com musica.

Tais efeitos podem ser explicados por De Freitas et al. (2017) quando este
autor afirma que a musica tem o potencial de relaxamento corpdéreo, a partir da
estimulacao de areas cerebrais, o que, em determinadas situagdes, contribui para
influéncia direta no ritmo respiratorio, batimentos cardiacos e secregdes
glandulares e hormonais. A consequéncia preponderante € um individuo mais
sereno, com um sistema imunolégico fortalecido e com mais bem estar psiquico,
um dos fatores primordiais do conceito de saude. De forma que, embora a atual
pesquisa tenha sido realizada com animais, esta talvez seja uma das explicagbes
o comportamento livre de ansiedade verificado nos animais que escutaram

musica.

Os beneficios observados nos animais do presente estudo podem ter
advindo também da melhora do mecanismo de recompensa, visto que a
musicoterapia pode influenciar na secreg¢do de opidides enddgenos, tais como a
dopamina e a serotonina. Em estudo sobre a aplicacdo de musicoterapia em
pacientes em estado critico, Nelson et al. (2008) sugeriram que a melhor hipotese
para explicar como a musica age sobre o SNC esta relacionada com a ativagao
de vias dopaminérgicas provocada pela musica. Em um estudo com ratos Wistar
foi observado que apds a aplicagdo da Sonata de Mozart, houve aumento dos
niveis de dopamina nas regibes do cortex pré-frontal, nucleo estriado e
mesencéfalo. E ainda, houve diminuicdo dos niveis de prolactina. Este estudo
infere que os mecanismo dopaminérgicos estdo relacionados com os efeitos

fisiologicos e neurobioldgicos da musicoterapia (TASSET et al., 2012).

Tais afirmagdes corroboram ainda com as conclusées de Chanda; Levitin
(2013) e Menon; Levitin (2005) ao afirmarem que os mecanismos de recompensa,
motivacdo e prazer estdo envolvidos nos efeitos benéficos da musicoterapia e
acreditam que as vias dopaminérgicas s&o responsaveis pelas reagcdes organicas
e comportamentais a estas variaveis. E acrescentam que, o prazer subjetivo
promovido pela busca e resolugdo do processo de recompensa € mediado por
opidides endogenos. Assim, um desempenho melhorado pode ser mediado pelo
sistema dopaminérgico (DANG; O'NEIL; JAGUST, 2010; SALIMPOOR et al.,

2011). Muito embora as variaveis relatadas ndo tenham sido alvo de estudo, na
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pesquisa atual, podemos associar estes achados prévios e também inferir que
eles podem ter sido importantes para os resultados encontrados nas ratas wistar
que ouviram musica. Assim como, este pode ser um dos mecanismos que
subsidia a aplicacdo musica a fim de promover efeitos sobre aspectos da

ansiedade.

Ao analisar os resultados dos animais que sofreram hipoxia e receberam
musica, foi possivel notar que ndo houve similaridade em relagdo aos achados
relativos ao comportamento sugestivo de ansiedade. Os animais que receberam
musica aguda poés-lesdo, apresentaram efeito ansiolitico, ja os animais que
receberam musica crdnica pos-lesdo apresentaram efeito ansiogénico. De forma
que, o efeito ansiolitico da musicoterapia era o padrao esperado para os animais
que receberam musica poés-lesdo. Porém, apenas o grupo que recebeu o
protocolo de musica aguda efetivamente apresentou este comportamento. Outros
estudos, também relataram melhora nos sintomas de ansiedade com intervencao
musical (RAGLIO et al., 2015; UEDA et al., 2013; VINK; BRUINSMA; SCHOLTEN,
2003).

Talvez, a dosagem de musica utilizada no protocolo de musica crénica
pode ter sido excessiva para estes animais. Ha muita controvérsia na literatura
quanto a dosagem de aplicagdo de musica e os seus potenciais efeitos. Gold et
al. (2009) em estudo de metanalise sobre a utilizagdo da musica como tratamento
coadjuvante de pacientes com disturbios mentais graves, dentre eles depresséo
maior e esquizofrenia, por exemplo, verificaram que a musicoterapia, quando
associada ao tratamento convencional tem efeito respeitavel e significativo sobre
o estado geral, sintomatologia associada, sobre a depresséo, sobre a ansiedade e
também na funcionalidade dos participantes do estudo. Estes beneficios
independeram do diagnostico, mas estiveram fortemente relacionados com o

numero de sessdes de musicoterapia.

Os autores ainda afirmam que sinais de melhora podem ser observadas
nos pacientes mesmo com poucas sessdes de terapia, todavia, 0 numero maior
de sessbes com frequéncia regular sdo necessarios para alcangar beneficios
adicionais e duradouros. Portanto, a dosagem da musica, para aqueles autores,
parece ser um fator importante para que se observe os resultados (GOLD et al.
2009). Estes achados contradizem parcialmente o que foi encontrado na pesquisa
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atual, uma vez que, para o efeito ansiolitico, a menor dosagem de musica foi mais

efetiva.

No entanto, quando foi analisado o comportamento sugestivo de depresséo
dos animais, verificou-se que os melhores resultados foram o do grupo que
recebeu o protocolo de musica crénica pos-hipdxia, gerando portanto, uma
dissociagdo entre o potencial efeito da musica crdnica, pos-lesdo, sobre a
ansiedade e sobre a depresséo.

Neste momento, sera abordado o comportamento similar a depressao.
Nesta variavel apenas o GH apresentou tempo de imobilidade elevado. Indicando
que a lesdo encefalica pode provocar este comportamento nos animais
estudados. Trancando um paralelo, a depressdo € um quadro frequente em
humanos. A estimativa é de que uma em quatro mulheres e um em cada seis
homens ja experimentou sintomas dessa doenga durante a sua vida, sendo que
até 65% dos individuos tém episddios recorrentes dela (SLAVICH; IRWIM, 2014).
E é estimado que apds lesdo encefalica, em torno de 12-44% dos individuos
experimentem algum sintoma de depressdo, especialmente durante os 3
primeiros meses apdés a instalagdo do quadro (BROSHEK; DE MARCO;
FREEMAN, 2015).

Indo de encontro a este achado, em estudo sobre a intoxicagdo com
Besfenol-A, substancia presente em utensilios plasticos, verificou-se que houve
sinais de comportamento ansiogénico e também aumento do tempo de
imobilidade no teste de nado forgado em animais exposto a tal substancia (CHEN
et al.,, 2015). Tal achado corrobora com os que foram encontrados na atual
pesquisa, permitindo que seja feito uma relagao interessante entre a intoxicagao,
a qual os seres humanos estdo expostos no seu dia a dia, e a ocorréncia de
transtornos de comportamento, como a ansiedade e sintomas semelhantes a

depressao.

A depressdao € uma doenca generalizada e incapacitante e, embora a
psicoterapia e a farmacoterapia possam ser efetivas, observa-se que os métodos
farmacologicos  convencionais podem resultar em  dependéncia e
comprometimento do funcionamento psicomotor e cognitivo (CHAN; CHAN; MOK,

2010). Neste contexto, varias pesquisas experimentais e metanalises verificaram
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respostas clinicas positivas em pacientes que ouviam musica combinada ou nao
com terapia padrao (GOLD et al., 2009; LIN, et al., 2011; MARATOS et al., 2008).

De forma que, varios ensaios clinicos controlados e randomizados
estudaram o efeito da musica como monoterapia (CHAN et al., 2012) e como
adicdo a terapia padrédo (FACHNER; GOLD; ERKKILA, 2013) em individuos
deprimidos. Sem excecgéo, esses estudos mostram que a musica ou a produgéo
de musica reduzem a depressao. A importancia da musica como um evento social
e prazeroso foi salientada por Maratos et al. (2008) que mencionaram que a
terapia musical pode resultar em altos niveis de envolvimento em grupos de

pacientes que sao dificeis de se envolver.

Chu et al. (2014) realizaram um estudo prospectivo controlado no qual
observaram que a terapia musical reduziu a depressao, e o efeito que ocorreu
imediatamente apos o inicio da terapia. Interessante, que no estudo relatado, os
niveis de cortisol, ndo foram significativamente diminuidos apds a terapia.
Corroborando com os achados do grupo que recebeu musica crbnica, pois
embora tenha havido comportamento considerado bom no teste de nado for¢ado,

nao houve reducao dos niveis de cortisol.

No estudo de Olaya e lzquierdo (2017) verificou-se melhora dos sintomas
depressivos apos intervengdo com musicoterapia quando comparados com a
avaliacao inicial. Esses resultados sdo consistentes com os relatos na literatura
sobre o aprimoramento do humor apdés a intervengdo musical (GUETIN, et al.,
2013; RAGLIO et al., 2015; UEDA et al., 2013; VINK; BRUINSMA; SCHOLTEN,
2003;). Assim como, outras variaveis, tais como sensagao de tenséao, dificuldade
de concentragcdo, pensamentos pessimistas e pensamentos suicidas,
apresentaram melhora estatisticamente significativas (OLAYA; IZQUIERDO,
2017).

Na presente pesquisa, ndo foram todos os grupos que apresentaram
efeitos benéficos sobre a ansiedade e dobre a depressé&o. Discordando, em parte,
de Guetin et al. (2009) que observaram que a musica foi capaz de alterar
diferentes sintomas de pacientes com deméncia, reduzindo significativamente a
ansiedade, a depressao e a agressividade na amostra estudada. E também de
Fachner; Gold; Erkkild (2013) que encontraram, em seu estudo, que a terapia
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musical promoveu redugao significativa dos sintomas de depresséo e ansiedade
na populagao estudada. Ja Choi; Lee; Lim (2008) ao realizarem uma pesquisa
com 26 pacientes psiquiatricos que receberam terapia com musica, tanto de
maneira ativa quanto passiva, observaram melhora dos sintomas psiquiatricos na
amostra estudada, refletindo em redugdo da depressao, da ansiedade e melhora

do humor.

Ha também, na literatura, relato de efeitos benéficos da musicoterapia
sobre outras esferas comportamentais. O uso da musica tem demonstrado
melhorias na atencdo, na motivagdo, no relaxamento e na vocalizacdo do
portador de paralisia cerebral (NUNES RIBEIRO, 2007). Ha também relatos
positivos na reducao do estresse, da ansiedade e da depressio. Além disso, com
sua capacidade de levar a expressao de sentimentos e interconexdes entre
experiéncias diversas, pode auxiliar pacientes com desordens mentais em sua
integracao nas atividades sociais (ESMAEILZADEH; SHARIFI; TAYARANI, 2013).

Ainda em se tratando dos aspectos comportamentais da presente
pesquisa, no que se refere ao teste campo aberto, este foi utilizado para que os
animais tivessem uma experiéncia locomotora prévia do LCE e que permitisse a
maior exploragdo nesse aparato. Para Ribeiro et al. (2017), em estudo sobre o
potencial neurotdoxico do NaNO2 e as repercussbes comportamentais que pode
provocar, muito embora n&o fosse o objetivo analisar comportamento ansiolitico
ou ansiogénico com este teste, foi possivel notar que a locomog&o espontanea foi
maior nos animais que sofreram hipdxia, permitindo inferir que provavelmente
areas ou eventos ligados ao estresse poderiam estar sendo ativados. Estes
achados corroboram parcialmente com os achados da atua pesquisa, pois, muito
embora os animais que tenham sofrido hipdxia também tenham apresentado
valores maiores de locomogdo, 0s animais que apenas receberam musica

também apresentaram.

Ha também relatos na literatura da acdo da musica em relagéao a regulacéo
do eixo HPA, podendo a musica agir sobre a secre¢cdo hormonais e ajudar a
regular a liberagao de glicocorticéides (BEAULIEU-BOIRE et al., 2013; CHANDA,;
LEVITIN, 2013; TASSET et al., 2012). Estas relagdes serao exploradas de
maneira mais detalhada a frente. No entanto, ja pode-se adiantar que em revisao

da literatura realizada por De Freitas et al. (2017) o resultado prioritario da
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avaliacao dos artigos demonstrou que a musicoterapia apresenta-se ndo somente
como meio eficaz de concretizagdo do atendimento humanizado, mas também

meio de restauracao de fungdes fisioldgicas.

5.3 VARIAVEIS BIOQUIMICAS

O eixo HPA desempenha um papel critico na regulagcédo de
comportamentos afetivos e emocionais, tanto que, disfungcdes no referido eixo séo
consideradas como a base neurobiolégica de desordens afetivas, tais como,
ansiedade, depressao maior, depressao psicoticas e transtornos bipolares (CHEN
et al.,, 2015). Aumento nos niveis de corticoesterdides podem indicar a
hiperatividade do eixo HPA. Essa alteracdo € comumente identificada em
individuos com depressao maior e também naqueles com transtornos de
ansiedade (CHEN et al., 2015). Resultados que corroboram com os achados do
presente estudo que verificou, por meio da analise das variaveis bioquimicas que,
em relacdo ao cortisol, em todas as comparacgdes, o GH apresentou os piores
resultados, ou seja, os animais apresentaram os maiores indices de cortisol

circulante.

Concordando também com os achados da presente pesquisa,
especialmente no que tange o GH, diversos estudos tém conseguido estabelecer
a relagao entre estresse e alteragdes comportamentais (GRIGORYAN; SEGAL,
2016). Animais submetidos ao estresse demonstraram que as respostas para
varios estimulos estressores estdo relacionadas com a liberacdo de cortisol e
outros indicadores metabdlicos, tais como a glicose e o lactato (ROTLLANT;
TORT, 1997). Estes autores ainda relatam que o cortisol é liberado em
quantidades semelhantes apos estresse agudo e cronico, independentemente de

exposi¢ao prévia ao estresse crénico.

Por outro lado, os menores indices de cortisol, quando comparados ao GC
foi do grupo que recebeu o protocolo de musica aguda. O que pode indicar que a
musica aguda pode agir como um agente redutor do estresse. A musica tem agao
na redugao dos niveis circulantes de cortisol (BEAULIEU-BOIRE et al., 2013;
NELSON et al., 2008; TASSET et al., 2012; TRAINOR, 2008) e desta forma pode
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também auxiliar no controle a dor e proporcionar relaxamento fisico e mental em
alguns pacientes (TRAINOR, 2008). Escutar musica relaxante ja foi relatada como
potencial causadora de reducdo de estresse em individuos saudaveis e em
diversas condi¢coes e patologias (BOSO et al.,, 2007; BRINGMAN et al., 2009;
CHOI; LEE; LIN, 2008; GOLD et al., 2009; KULKARNI et al., 2012; NELSON et
al., 2008; O’KELLY et al., 2013).

Neste contexto, € plausivel que a terapia musical possa afetar o sistema
nervoso autbnomo e diminuir o estresse e os problemas de saude relacionados
ao estresse (PEREIRA; BARBOSA, 2013). Bradt; Dileo; Potvin (2013) em sua
revisdo sistematica, descreveram como os pacientes que sofreram infarto agudo
do miocardio reduziram sua frequéncia de respiracdo, pulsacdes e pressao
arterial depois de ouvir musica durante vinte minutos, mesmo uma hora depois
continuou com os efeitos benéficos da sessdo de musicoterapia. Corroborando
com outro estudo, cujos autores afirmam que a terapia musical ndo sé induz
respostas afetivas por parte do paciente, como também atua diretamente no
sistema nervoso simpatico, pois reduz sua atividade. Como resultado, o paciente
nao sO experimenta beneficios psicologicos, mas também fisioldégicos, como
diminuicdo da pressao arterial, frequéncia cardiaca e frequéncia respiratéria
(HATEM; LIRA; MATTOS, 2006; NIETO-ROMERO, 2017).

Os grupos que sofreram hipoxia e receberam musica, aguda e crbnica
apresentaram niveis mas baixos de cortisol apenas em relagdo ao grupo que
sofreu hipoxia. Porém, ndo conseguiram atingir o mesmo patamar de seus
controles diretos. Alias, grupo GHMc nao apresentou valores de cortisol muito
préximo do GH. Diante disso, pode-se inferir, que para este grupo, a dose de
musica elevada pode ter sido um fator precursor de estresse.

Animais submetidos a estresse demonstraram que as respostas para
varios os estimulos estressores estdo relacionadas com a liberagao de cortisol e
outros indicadores metabdlicos, tais como a glicose e o lactato. O cortisol &
liberado em quantidades semelhantes apos estresse agudo e crénico enquanto
que os niveis de glicose aumentam logo apds o stress agudo, porém decaem
signitivamente entre uma e duas horas apds o evento estressor (ROTLLANT e
TORT, 1997).
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Os dados de glicose demostraram que o GC teve os niveis mais elevados
de glicose circulante, enquanto o GH apresentou os niveis mais baixos. E os
grupos que receberam musica, com e sem hipoxia, apresentaram valores
intermediarios entre os mais altos e mais baixos, e muito proximos entre si, sem
diferenga significativa. De forma que, no presente estudo, os animais submetidos
co hipdxia, no qual acreditava-se que estavam submetidos a estresse crénico n&o
apresentaram aumento do nivel de glicose plasmatica (ROTLLANT; TORT, 1997).
Disturbios metabdlicos apos hipoxia ja foram relatados na literatura, inicialmente
ha uma hiperglicemia por aumento na liberagdo de catecolaminas e cortisol,
seguida de hipoglicemia causada pelo consumo excessivo dos depodsitos de
glicogénio hepatico e, em alguns casos, por hiperinsulinismo tardio (PROCIANOY;
SILVEIRA, 2001). De forma que, pode-se também inferir, mesmo que de maneira
contraditéria, que os animais submetidos a hipoxia poderiam estar passando por
eventos de estresse crénico. Mas a musica, pelos resultados observados, nao foi
capaz de agir de forma a reverter esse estado.

Quanto ao colesterol que no presente estudo, foi analisado a fim de indicar
um efeito de estresse crbnico, visto que a hiperatividade do eixo HPA favorece a
lipdlise, promovendo aumento indices de glicerol e acidos graxos na corrente
sanguinea (DELAUNAY et al., 1997; GUEST et al., 2013; VAN RAALTE et al.,
2009). Neste contexto, o GH apresentou os valores mais elevados de colesterol
circulante e o GC os valores mais baixos. De forma que confirma a hipétese
inicial, de que os valores de colesterol estariam mais elevados nos animais
submetidos a estresse cronico. Porém, por outro lado, observou-se que 0s grupos
gue apenas receberam musica tiveram valores mais elevados em relacdo que os
grupos musica + hipoxia. De forma que contradiz o possivel efeito relaxante e

amenizador do estresse que a musica pode representar.

Ja o lactato pode ser um indicativo de lesdo ativa. Os resultados
encontrados neste estudo vao contra a hipdtese inicial, de que os animais GH
seriam apresentariam os piores resultados. No entanto, o lactato também pode
indicar lesdo muscular e fadiga, como os animais realizaram o teste de nado
forcado na véspera da coleta sanguinea, este teste, talvez possa ter influenciado

nos resultados. Ainda mais que, os animais que tiveram menores valores de
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imobilismo, ou seja aqueles que nadaram mais e consequentemente tiveram

maior desgaste muscular apresentaram os maiores valores de lactato.

Em sintese, na presente pesquisa foi possivel estabelecer relagdes mais
fortes dos efeitos da musica em relagdo aos niveis de cortisol circulantes. Porém
cabe ressaltar que, para os animais que sofreram hipoxia, a musica nao foi
impactante o suficiente para retornar os niveis de cortisol ao mesmo patamar dos

animais controle.

5.4 ALTERACOES HISTOLOGICAS

No presente estudo foi possivel verificar areas de lesao histoldégica no
hipocampo e no cerebelo de animais que sofreram hipoxia. De forma bem
marcante, aqueles animais que passaram pelo protocolo de intoxicacdo por
NaNO2 apresentaram grande numero de células de Purkinje com sinais de lesao.
Confirmando a hipotese inicial de que a dosagem escolhida de NaNO2 foi
suficiente para provocar o dano desejado.

Ja na analise do hipocampo, quando procedeu-se a analise comparativa
das imagens histolégicas e da contagem de neurdnios sadios e lesionados dos
grupos controle e hipoxia, foi possivel ratificar este achado, que com excegéo da
area CA1, na qual predominaram neurbnios sadios em ambos o0s grupos. As
demais areas hipocampais continham um grande numero de neurdnios
lesionados no GH. De forma que, o GH foi o grupo que destacou-se
negativamente neste aspecto. Confirmando o potencial do NaNO2 como promotor
de lesdo hipocampal.

Entdo, como citado anteriormente, foi observado que a area CA1 do
hipocampo foi a regido menos suscetivel a hipdxia , tendo em vista que, em todos
quase 0s grupos, exceto o grupo de hipdxia e musica cronica, esta regidao foi que
apresentou sempre, mais neurbnios sadios que neurbnios lesionados. Este
achado corrobora com o estudo de Ribeiro et al. (2017) que também utilizou o
NaNO2 como o fator causador de hipdxia e serviu como base para esta pesquisa.
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No entanto, este achado contradiz diversos estudos que afirmam, por
exemplo, que ha a suscetibilidade difere entre as regides do hipocampo a
depender do agente causador de lesdo, com os neurénios de CA1 degenerando
preferencialmente apds a isquemia global e os neurdnios CA3 apds convulsdes
limbicas (MEDVEDEVA et al., 2017).

Os neurdnios piramidais do hipocampo dos dominios CA1 e CA3 séao
altamente vulneraveis a lesbes em condi¢gdes patolégicas de convulsdes
prolongadas ou apos isquemia cerebral. No entanto, seus padrbes de
vulnerabilidade diferem, provavelmente refletindo diferengcas nos eventos que
levam a sua degeneracao. Para diversos autores, a degeneracao seletiva dos
neurénios CA1 & notavel apds isquemia transitoria em seres humanos (ZOLA-
MORGAN; SQUIRE; AMARAL, 1986) e roedores (MEDVEDEVA et al., 2017,
SCHMIDT-KASTNER, 2015; SUGAWARA et al., 1999; ZHAO et al., 2017). O que

difere do encontrado na pesquisa atual.

Justificando este achado contraditério, para Rosenblum (1997) a
vulnerabilidade seletiva do setor CA1 no hipocampo € apenas relativa. Nao
ocorrendo de maneira unanime em todas as formas de isquemia. De forma que,

esta afirmacao esta de acordo com o achado na presente pesquisa.

Foi observado, na atual pesquisa, que os animais do GH apresentaram
lesdo mais intensa no hipocampo ventral, notadamente demonstrada pelo numero
de neurénios lesionados na area CA3 e no giro denteado. O hipocampo ventral
esta mais relacionado com o controle da ansiedade e da depressao (ENGIN et al.,
2016; FANSELOW; DONG, 2010; GRIGORYAN; SEGAL, 2016; LI et al., 2014;
ZARRINDAST; KHAKPAI, 2015;). Este fato possibilita a compreensdo de que
lesbes nesta regido possam alterar tais comportamentos. Como verificado na
amostra estudada. Grigoryan; Segal (2016) relacionaram comportamento
ansiogénico as alteragbes no hipocampo ventral, corroborando com os achados
da presente pesquisa e com os achados das pesquisas realizadas por McHugh et
al. (2004); Morris et al. (1982) e Ribeiro et al. (2017).

Destacou-se o fato de que o grupo que recebeu musica aguda apods a
lesdo, ndo apresentaram melhora efetiva das imagens histolégicas do cerebelo,

porém, apresentaram melhor contagem de neurdnios sadios no hipocampo. De
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forma que, pode-se inferir que um fator que deve ser levado em consideracgao,
para a compreensado destes resultados e esta relacionado com a neurogénese

gue ocorre no hipocampo, mesmo em animais adultos.

A neurogénese na fase adulta € a produ¢do de novos neurdnios em areas
de cérebro adulto. As regides onde mais se observa este processo s&o a zona
subventricular e zona subgranular do hipocampo. Esta formacdo de novos
neurbnios desempenha varios papeis fisioldégicos incluindo renovagdo de
neurdnios danificados, formacdo de memoria e modulagdo da resposta ao
estresse (AGETA et al., 2008).

Uma série de estudos recentes apoiam a ideia de que a neurogénese do
hipocampo ocorre e desempenha papel crucial na manutencdo de memorias de
reconhecimento espacial e de objetos, por exemplo (AHLENIUS et al. 2009;
IMAYOSHI et al., 2008; JESSBERGER et al., 2009; SAHAY et al., 2011). Pouco
se fala na literatura sobre a importdncia da neurogénese sobre os
comportamentos de ansiedade de depressao (HATTIANGADY; SHETTY, 2012).
De forma que, a atual pesquisa destaca-se ao estabelecer relacdo entre as
adaptacgdes histolégicas hipocampais e o comportamento sugestivo de ansiedade

e de depresséao apresentado pelos animais.

De maneira bem significativa, observou-se que o0s animais que receberam
o protocolo de musica aguda, apds a lesdo por hipdxia, foram o que apresentaram
os melhores resultados em relacdo aos testes comportamentais, aos niveis de
cortisol e também em relagdo as imagens histologicas, destacando a contagem
de células sadias nas regides CA1, CA3, CA4 e GD.

Hattiangady; Shetty (2012) foram pesquisadores que conseguiram
evidenciar, apos uma lesdo, que o tratamento por meio do implante de células
tronco na regido do hipocampo, foi altamente eficaz para prevenir alteragdes de
humor e de memdria. De forma que, os efeitos benéficos do enxerto foram
associados com melhor sobrevivéncia e migracdo generalizada de células
derivadas de enxerto em diferentes regides do hipocampo. Assim, para estes
autores, estimulo a regido hipocampal pode ser uma abordagem util para aliviar
transtornos de humor e também disfungbes de memodria, em disturbios

neurolégicos associados a lesbes ou danos do hipocampo (HATTIANGADY;
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SHETTY, 2012). Corroborando e reforgando muitos dos aspectos observados na
presente pesquisa, especialmente relacionados com o grupo de musica aguda

pos-lesao.

Entdo, embora a musicoterapia possa agir de maneira mais discreta e
indireta, a presente pesquisa permitiu a observacédo de que ela pode também agir
de maneira benéfica sobre a regido hipocampal. Este fato se deve as
caracteristicas histologicas que foram verificadas nos grupos estudados. As
pressbes cotidianas exigem que mecanismos neurais diferenciados sejam
desenvolvidos, permitindo a sobrevivéncia dos animais, pois 0s mesmos né&o
nascem com um repertorio comportamental completo. Neste sentido, a
plasticidade do sistema nervoso tem papel fundamental na adaptacdo as
contingéncias ambientais (DA SILVA, 2009).

Outro fator que pode estar relacionado com as boas caracteristicas
histologicas verificadas dizem respeito ao ambiente em que os animais estavam e
aos estimulos recebidos. Ambientes que fornecem uma combinagdo variada de
estimulos também podem aumentar a neurogénese. Roedores adultos que s&o
mantidos em gaiolas que contém objetos diferentes, tais como pequenos
brinquedos, tuneis, rodas de atividade fisica e obstaculos, exibem significativo
aumento no numero de células no giro denteado do hipocampo (KEMPERMANN
et al., 1997). Ou seja, parece que o aumento da atividade exploratéria e novas
experiéncias sensoriais proporcionadas por estimulos diversos do ambiente
enriquecido estimulam a aprendizagem, fazendo com que esses animais
aumentem a sua capacidade de desempenhar tarefas cognitivas, diferentemente
daqueles que vivem em gaiolas comuns de laboratério (DA SILVA, 2009). Neste
contexto, infere-se que a musicoterapia, especificamente no protocolo agudo,
pode ter representado um estimulo positivo.

Kim; Wigram; Gold (2008) avaliaram criancas autistas na fase pré-escolar,
no estudo, um dos grupos foi exposto as atividades musicais e o outro tinha
acesso aos brinquedos na terapia. O resultado da pesquisa demonstrou que o
grupo exposto a terapia musical apresentou melhor interagdo sociais, mais
momentos de atencdo, contato visual mais prolongado com os terapeutas e

melhor interagdo com objetos e durante as atividade.
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Outra observacdo que merece destaque na presente pesquisa foi o fato
dos grupos que receberam musica, ndo apresentarem melhor contagem de
neurénios em relagdo ao grupo controle. Entendendo-se que, a musica n&o teve
efeito positivo imaginado sobre os animais sem lesdo. Desta forma, foi possivel
inferir, que para o estimulo neurogénico, a lesdo foi um fator importante.
Sugerindo que, individuos com leséo se beneficiardo de maneira mais efetiva dos
efeitos da musicoterapia com a Sonata de Mozart do que individuos saudaveis.
Para Hattiangady et al. (2007) o giro denteado do hipocampo, em particular, &
uma das areas que melhor responde ao estimulo musical. Este achado nao foi

verificado no presente estudo.

E por fim, foi observado que o grupo que recebeu o protocolo de musica
crbnica, apdés a lesdo encefalica, ndo apresentou melhora das imagens
histolégicas, quando comprado ao GH. Este grupo também apresentou
comportamento ansiogénico e indices elevados de cortisol. Situagdes de estresse
poderiam, por inibir a neurogénese, prejudicar a aquisicdo e consolidagcdo de
respostas adaptativas que facilitariam o desempenho frente a estressores
subsequentes (JOCA; PADOVAN; GUIMARAES, 2003). De forma que, foi
possivel sugerir que para este grupo, o estimulo musical pode ter sido excessivo

e nao tao benéfico e efetivo quanto o estimulo de musica aguda.

Papadopoulou et al. (2015) que por sua vez, relacionaram a ocorréncia de
estresse agudo e crénico com o desenvolvimento de comportamento depressivo e
estabeleceu correlacdo positiva entre estes eventos, verificando também a
presenca de lesées hipocampais importantes. O hipocampo é vital para fungdes
como humor e memoaria. A lesdo do hipocampo geralmente leva a alteragcdes de
humor e memdria associadas a neurogénese reduzida e aberrante no giro
dentado (HATTIANGADY; SHETTY, 2012). De forma que os estimulos que atuam
sobre o hipocampo no sentido de provocarem novas experiéncias facilita a
neurogénese enquanto seu bloqueio prejudica o aprendizado em tarefas que
dependem do hipocampo (GOULD et al., 1999).

Ha também a possibilidade de que este bloqueio da neurogénese cause
impacto na regulagdo do eixo, assim como, disturbios nos mecanismos de
neurogénese de ratos adultos tém sido vistos como promovedores de efeitos

ansiogénicos (AGETA et al.,, 2008). Neste contexto, podemos inferir que a
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intoxicagdo por NaNO2 pode promover impacto semelhante. De forma que o
nitrito pode agir de duas formas, provocando lesdo e também bloqueando a

neurogénese e interferindo negativamente na recuperagéo.

Por exemplo, um estudo recente demonstra que a deficiéncia de
neurogénese induzida resulta em um aumento do comportamento depressivo
(SNYDER et al., 2011). Além disso, outro estudo demonstrou que a recuperagao
da disfuncdo do humor através de medicamentos antidepressivos € intermediada
pela neurogénese do hipocampo melhorada (HATTIANGADY; SHETTY, 2012).
De forma que sugere-se na presente pesquisa que o estimulo crénico da Sonata
de Mozart, apos lesé&o encefalica, pode alterar negativamente os mecanismos de
plasticidade neural.

As limitagcbes encontradas na presente pesquisa dizem respeito as
peculiaridades em realizar estudos experimentais com animais, que vao desde a
dificuldade em obter o numero de animais necessarios, com a mesma idade até a
realizacao dos procedimentos de aplicagcdo dos protocolos e da coleta do dados
estudados. A analise dos resultados também nos permitiu verificar que ndo ha
uma uniformidade de respostas para as hipoteses levantadas, abrindo espaco
para uma ampla discussdo sobre o papel da musicoterapia antes e apds a leséo

encefalica.

Como aspectos passivos sobre o conhecimento gerado pela atual pesquisa
e concordando com Ribeiro et al. (2017), foi possivel entender que conhecer os
processos microscopicos envolvidos nas doengas organicas € um importante
passo para aprimorar o entendimento da fisiopatologia envolvida nas lesbes
cerebrais e suas possiveis consequéncias e repercussoes nas diferentes esferas

do ser humano.

Ao compreender melhor a ocorréncia e o predominio de danos internos
celulares, em diferentes regides encefalicas, pode-se visualizar com maior clareza
as possiveis alteracbes que determinardo o desenvolvimento de quadros
psicossociais e de comportamentos ansiogénicos e depressivos. Estes, muitas
vezes, como verificado no atual estudo, associados a diferentes casos de hipdxia
isquémica neuronal. Desta forma, tendo um conhecimento mais global e

abrangente do processo patoldgico, o profissional de saude tera condigdes
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otimizadas de analise dos casos clinicos e também, melhor entendimento de seus
pacientes como seres completos e complexos. Como consequéncia, tal
profissional pode atuar de maneira mais especifica e significativa em busca do
melhor tratamento e da maior recuperacdo funcional e psiquica de seus

pacientes.

Neste contexto, foi gratificante poder observar que um recurso tao simples,
de facil aplicagéo, de baixo custo e com efeitos adversos minimos, como a musica
puderam provocar mudancgas efetivas no comportamento de animais e também
modificaram a reagao organica destes com a intoxicagédo pelo NaNO2 e com o
evento hipdxico-isquémico. De forma que, € possivel inferir e projetar que a
musicoterapia, em particular a Sonata de Mozart, pode ser empregada a fim de
promover reagdes benéficas sobre aspectos da ansiedade e da depressdo em

pessoas que sofreram lesdes isquémicas.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo permitiu verificar alteragdes nas variaveis biométricas

entre os grupos estudados, assim como foi possivel analisar diferentes

comportamentos relativos aos aspectos sugestivos de ansiedade e de depresséo

nestes animais. Além disso, possibilitou a observacao de variagbes dos niveis de

glicose, colesterol, lactato e cortisol, complementados também pelas alteragdes

histolégicas na contagem de neurdnios sadios e lesionados na regido do

hipocampo e do cerebelo dos animais, que passaram pelos procedimentos de

hipdxia-isquémica e que também foram submetidos ao protocolo de musicoterapia

aguda e cronica.

Em relacdo ao estudo das variaveis biométricas, verificou-se que o peso do
encéfalo dos animais controle foi significativamente maior, ja o dos animais
que sofreram hipoxia foi notadamente menor. Entre os animais que
receberam musica, aqueles que a receberam apos a lesdo apresentaram
valores maiores que 0s animais que apenas receberam musica aguda.
Sendo possivel levantar a hipotese de que o estimulo da lesdo somado ao
estimulo da musica pode ter sido importante para esta variavel.

Em relagdo a locomogdo espontanea, este teste foi utilizado de forma a
possibilitar a melhor ambientacdo e desempenho do animal no teste do
LCE, que foi realizado na sequéncia, de forma que seus resultados nao
influenciaram na analise de dados do estudo.

Em relagdo ao comportamento sugestivo de ansiedade, foi possivel
verificar que os animais que sofreram a hipdxia foram os que apresentaram
o pior desempenho, demonstrando claramente o efeito ansiogénico da
lesdo encefalica. Aspecto ansiogénico também foi verificado no grupo que
sofreu hipdxia e recebeu musica crénica. Ja os grupos que receberam
musica aguda e cronica (sem lesdo) e o grupo que recebeu musica aguda
apo6s lesdo apresentaram caracteristicas de menor comportamento
sugestivo de ansiedade, levantando a inferéncia de que a aplicagdo aguda
e crébnica de musica em individuos saudaveis pode levar a efeitos

ansioliticos.



152

Em relacdo ao comportamento similar a depressao, foi possivel verificar
que, novamente, os animais que sofreram lesdo encefalica foram os que
apresentaram os maiores valores de imobilidade, de forma a sugerir que a
lesao tenha sido capaz de provocar comportamento similar a depresséo. Ja
0s animais que receberam tanto a musica aguda quanto a crénica, tendo
tido lesdo ou ndo, apresentaram tempo menor de imobilidade, fator que
indica comportamento antidepressivo. Destacou-se nesta variavel, o grupo
que recebeu musica cronica apds a lesao encefalica indicando, desta
forma, que a musica pode ter potencial antidepressivo apds este tipo de
lesao.

Em relagcdo as analises bioquimicas, o cortisol foi a variavel que apresentou
destaque, uma vez que foi notadamente mais elevado no grupo que sofreu
hipoxia e também no grupo que recebeu o protocolo de musica crénica.
Sendo o cortisol um horménio que pode predizer sobre o estado de
estresse do animal, foi possivel inferir que estes animais encontravam-se
em estado de estresse, provocados pela lesdo e pela aplicacdo constante
de musica. As demais varidveis nao apresentaram destaques que

pudessem promover inferéncias.

Diante desse contexto, foi possivel entender que:

Os animais que apenas sofreram hipdxia apresentaram as caracteristicas
consideradas de pior desempenho com menor peso encefalico,
comportamento similar a depressdo e a ansiedade e maior valor de
cortisol.

Ja os animais que receberam musica aguda também apresentaram peso
encefalico baixo, porém tiveram desempenho nos testes que
demonstraram efeitos antidepressivos e ansioliticos da musica aguda,
assim como apresentaram valores reduzidos de cortisol.

Os animais que ouviram o protocolo de musica crbnica, por sua vez,
apresentaram peso do encéfalo com valor elevado, e nos testes
comportamentais mostraram-se com caracteristicas de efeitos

antidepressivos e ansioliticos induzidos pela musica crénica. No entanto,
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estes animais apresentaram niveis elevados de cortisol, indicando que,
provavelmente, o excesso de Sonata de Mozart, pode provocar estresse.
No grupo de animais que sofreram lesdo e receberam o protocolo de
musica aguda destacou-se o elevado peso do encéfalo, quando
comparado aos animais que apenas sofreram a lesdo encefalica e nao
receberam o protocolo de musica. Neste grupo, destacou-se também o
efeito ansiolitico, visto que estes animais tiveram desempenho
notadamente melhor no teste do LCE, sendo possivel verificar também
efeitos antidepressivos. Ja os valores de cortisol foram menores que no
grupo hipdxia.

Ja no grupo de animais que sofreram lesdo e receberam o protocolo de
musica crénica, destacou-se o peso do encéfalo maior que no grupo que
apenas sofreu hipoxia. Estes animais, entretanto, apresentaram efeitos
ansiogénicos e sinais de estresses, possivelmente relacionados com os
efeitos da lesdo somados ao da musica cronica, e manteve o efeito

antidepressivo.

Quando realizada a analise das imagens histologicas, verificou-se que:

O grupo hipdxia apresentou as piores imagens histolégicas, com a
presenca de muitos neurbnios com sinais extensos de lesbes, com
excegdo da regido CA1 do hipocampo. Nesta area, a contagem de
neurénios sadios foi maior que a de neurdnios lesionados, de forma que foi
possivel verificar uma preservagao desta area nestes animais.

Em relacdo a area CA1, esta caracteristicas manteve-se nos demais
grupos, exceto no grupo que recebeu musica cronica apos lesao, indicando
gue no presente estudo, esta area foi mais resistente a hipoxia, exceto no
grupo citado.

O grupo que recebeu o protocolo de musica aguda e musica crbénica
apresentou maior numero de neurdnios sadios que lesionados em todas as
areas. Porém, ndo teve melhores resultados que o grupo controle.

Ja o grupo que recebeu musica aguda apds lesdo encefalica apresentou o
maior numero de neurdnios sadios em quase todas as areas do

hipocampo, exceto a area CA2, de forma que este grupo destacou-se em
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relagdo ao grupo hipoxia e ao grupo hipoxia + musica cronica. Isso indica
que, para a regiao hipocampal, a musica aguda, apds a lesdo por hipdxia,
foi aquela que rendeu os melhores estimulos.

- Os animais que receberam o protocolo de musica crénica apos a lesao, por
sua vez, ndo apresentaram contagem de neurdnios sadios tdo proeminente
quanto ao grupo de musica aguda. Na realidade, no que tange a contagem
de neurdnios, este grupo apresentou desempenho semelhante ao grupo

gue apenas sofreu hipoxia,.

Ao relacionar os resultados comportamentais com os achados histologicos,
foi possivel verificar que o grupo que mais se beneficiou dos efeitos da Sonata de
Mozart, foi 0 que recebeu o protocolo de musica aguda apos a lesao encefalica,
tanto no que tange o efeito ansiolitico, antidepressivo, quanto na contagem de
neurénios. O estudo permitiu compreender que a aplicagdo da Sonata de Mozart
tem potencial para melhorar aspectos de comportamento sugestivo de ansiedade
e de depressdo ligados a hipoxia encefalica em animais. Ao se projetar estes
achados em humanos, € provavel que possa haver repercussdes positivas, sobre
aspectos comportamentais e, consequentemente, na qualidade de vida de
pessoas com lesdes encefalicas decorrentes de hipdxia.

Uma vez que todos os animais receberam as mesmas condi¢cdes de
alojamento, alimentagdo e para os grupos com hipoxia, a mesma dose de
NaNO2, o fator diferencial entre os grupos foi a musica, indicando que a musica
tem potencial neuroprotetor ou neurogénico sobre o hipocampo. O cerebelo nédo
apresentou alteragdes significativas nos animais que receberam musica, apenas

nos que sofreram hipoxia é que foi possivel observar a lesdo.
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